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El açaí es el fruto de las palmeras de açaí (Euterpe oleracea), nativas del norte de Sudamérica y muy 
apreciadas por las propiedades nutritivas de su fruto. El açaí es un fruto que presenta unas propiedades 
nutricionales muy importantes debido a su alto contenido en hidratos de carbono, proteínas, grasas y 
fibras. Además de sus importantes propiedades nutricionales, el açaí es uno de los frutos que presenta 
una mayor cantidad de compuestos de marcado interés biológico, como compuestos antioxidantes y 
compuestos anti-cancerígenos, entre los que destacan las antocianinas y los compuestos fenólicos. 
Hay autores que han aplicado técnicas de extracción para la identificación y cuantificación de los 
compuestos de interés biológico presentes en el açaí, como la extracción asistida por ultrasonidos, pero 
ningún autor ha realizado un estudio exhaustivo sobre su extracción. Por tal motivo, en este trabajo se 
ha llevado a cabo el desarrollo de técnicas de extracción de antocianinas y compuestos fenólicos 
totales en açaí mediante el empleo de la extracción asistida por ultrasonidos (UAE), la extracción 
mediante fluidos presurizados (PLE) y la extracción asistida por microondas (MAE). Para la 
optimización de los tres métodos de extracción se ha empleado açaí liofilizado comercial 
En el desarrollo de las distintas técnicas de extracción de antocianinas y compuestos fenólicos en el 
açaí, se ha utilizado un diseño de experimentos de superficie de respuesta de tipo Box-Behnken. Este 
diseño de experimentos ha empleado 6 variables independientes para UAE y PLE y 4 variables 
independientes para MAE. Las variables de respuesta para las tres técnicas de extracción estudiadas 
han sido 2: concentración de antocianinas totales y concentración de compuestos fenólicos totales. 
Las variables estudiadas en la extracción asistida por ultrasonidos han sido la temperatura, la amplitud 
y ciclos de ultrasonidos, el pH del disolvente, el porcentaje de metanol en el disolvente de extracción y 
la relación masa-volumen de disolvente. Una vez obtenidas las condiciones óptimas de extracción se 
realizó un estudio sobre el tiempo óptimo de extracción y la repetitividad y reproducibilidad del 
método. Se ha observado que el parámetro que más influye a la hora de extraer tanto las antocianinas 
como los compuestos fenólicos totales ha sido el porcentaje de metanol en el disolvente de extracción. 
Las variables estudiadas en la extracción mediante fluidos presurizados han sido la temperatura, la 
presión, el volumen de lavado de la cámara, el tiempo de purga, el pH del disolvente y el porcentaje de 
metanol en el disolvente de extracción. Una vez obtenidas las condiciones óptimas de extracción se 
realizó un estudio sobre el tiempo óptimo de extracción, el número de ciclos de extracción y la 
repetitividad y reproducibilidad del método. Se ha observado que el parámetro que más influye a la 
hora de extraer las antocianinas es el porcentaje de metanol en el disolvente de extracción, y para 
extraer los compuestos fenólicos totales es la temperatura de extracción.  
Las variables estudiadas en la extracción asistida por microondas han sido la temperatura, la relación 
masa-volumen de disolvente, el pH del disolvente y el porcentaje de metanol en el disolvente de 
extracción. Una vez obtenidas las condiciones óptimas de extracción se realizó un estudio sobre el 
tiempo óptimo de extracción y la repetitividad y reproducibilidad del método. Se ha observado que el 




parámetro que más influye a la hora de extraer las antocianinas es el porcentaje de metanol en el 
disolvente de extracción, y para extraer los compuestos fenólicos totales es la temperatura de 
extracción, al igual que ocurría con la extracción mediante fluidos presurizados. 
Los tres métodos de extracción desarrollados han presentado una alta repetitividad y reproducibilidad 
tanto para antocianinas totales como para compuestos fenólicos totales. 
 La identificación de las antocianinas presentes en el açaí se ha llevado a cabo mediante el empleo de 
la Cromatografía Líquida de Ultra Resolución con Detección de Espectrometría de Masas de Tiempo 
de Vuelo Asociada a un Cuadrupolo (UPLC-Q-TOF-MS). El análisis de las antocianinas identificadas 
se ha llevado a cabo mediante Cromatografía Líquida de Alta Resolución con Detección UV-Vis a 520 
nm (HPLC-UV-Vis). La concentración de compuestos fenólicos totales se ha llevado a cabo mediante 
el método de Folin-Citocalteu. Las antocianinas identificadas y analizadas han sido cianidina-3-O-
glucósido, cianidina-3-O-rutinósido, peonidina-3-O-glucósido y peonidina-3-O-rutinósido. 
Una vez desarrollados los tres métodos de extracción se han aplicado para la extracción y análisis de 
distintos alimentos elaborados a partir de açaí (liofilizados, zumos, mermelada y pastillas). A la vista 
de los resultados obtenidos, se observa que la extracción mediante fluidos presurizados es la técnica de 
extracción que presenta mayores rendimientos de extracción tanto para antocianinas totales como para 




Açaí is the fruit of the açaí palm tree (Euterpe oleracea), native from Northern South America. This 
tropical fruit is very appreciated because of its nutritional properties such as high content of 
carbohydrates, proteins, fats and fibers. Moreover, açaí has a great number of compounds of biological 
interests like anthocyanin’s and phenolic compounds which are antioxidants and anti-carcinogenic 
compounds.  
Some authors have already applied extraction techniques in order to identify and quantify biological 
compounds in açaí, such as ultrasonic assisted extraction. However, no author has made an exhaustive 
extraction study. For this reason, the aim of this work was the development of extraction techniques 
for anthocyanins and total phenolic compounds in açaí by using Ultrasonic Assisted Extraction (UAE), 
Pressurized Liquid Extraction (PLE) and Microwave Assisted Extraction (MAE). For the optimization 
study of the three extraction methods a commercial lyophilized açaí has been employed. 
In the development of the three different extraction techniques for anthocyanins and phenolic 
compounds in açaí, an experimental design of response surface, Box-Behnken, has been used. This 
experimental design employed 6 independent variables for UAE and PLE and 4 independent variables 
for MAE. The response variables for the three extraction techniques studied were 2: total 
anthocyanin’s concentration and total phenolic compounds concentration.  




The studied variables in Ultrasound Assisted Extraction were temperature, ultrasound amplitude and 
cycles, pH of the solvent, percentage of methanol in the extraction solvent and the mass-solvent 
volume ratio. Once optimal extraction conditions had been obtained, a study of the optimum extraction 
time and the repeatability and reproducibility of the method was performed. It has been observed that 
the most influential extract parameter in the extraction of both anthocyanins and total phenolics 
compounds was the percentage of methanol in the extraction solvent.  
The variables studied by Pressurized Liquid Extraction were temperature, pressure, volume of wash in 
the cell, the purge time, the pH of the solvent and the percentage of methanol in the extraction solvent. 
Once optimal extraction conditions had been obtained, a study of the optimum extraction time, the 
number of extraction cycles and the repeatability and reproducibility of the method was performed. It 
has been observed that the most influential extract parameter in the extraction of anthocyanins was the 
percentage of methanol in the extraction solvent, and to extract the total phenolic compounds was the 
extraction temperature.  
The variables studied in Microwave Assisted Extraction were temperature, mass-solvent volume ratio, 
the pH of the solvent and the percentage of methanol in the extraction solvent. Once optimal 
extraction conditions had been obtained, a study of the optimum extraction time and the repeatability 
and reproducibility of the method was performed. It has been observed that the most influential extract 
parameter in the extraction of anthocyanins was the percentage of methanol in the extraction solvent, 
and to extract the total phenolic compounds was the extraction temperature, like in Pressurized Liquid 
Extraction.  
The three developed extraction methods have presented a high repeatability and reproducibility for 
both total anthocyanins and total phenolics.  
 The identification of the açaí anthocyanins was carried out by using Ultra High Performance Liquid 
Chromatography coupled with Mass Spectrometry Detection of Time of Flight associated with a 
Quadrupole (UPLC-Q-TOF-MS). Analyses of the identified anthocyanins were carried out by High 
Performance Liquid Chromatography with UV-Vis detection at 520 nm (HPLC-UV-Vis). The 
concentration of total phenolic compounds has been carried out by Folin-Ciocalteu method. The 
anthocyanins identified and analyzed anthocyanins have been cyanidin-3-O-glucoside, cyanidin-3-O-
rutinoside, peonidin-3-O-glucoside and peonidin-3-O-rutinoside.  
Once the three extraction methods were developed, they have been applied for the extraction and 
analysis of different food made from açaí (freeze-dried, juice, jam, and lozenges). It has been shown 











3.1. Aspectos Generales 
El açaí es el fruto de las palmeras de açaí (Euterpe oleracea), nativas del norte de Sudamérica y muy 
apreciadas por las propiedades nutritivas de su fruto. Estas palmeras crecen en bosques húmedos de las 
tierras bajas, en zonas inundables cerca de las riberas de los ríos. Los frutos son bayas redondas de 
pequeño tamaño (1.5-2.5 cm) de un intenso color morado. La importancia de este fruto en la 
alimentación es enorme debido a la altísima concentración de compuestos de interés biológico que 
presenta (vitaminas, polifenoles y antocianos entre otros). 
Debido a la zona de su cultivo (apartada tradicionalmente de grandes zonas de consumo) y al tratarse 
en origen de un fruto “local” y bastante perecedero, el açaí ha sido hasta hace muy pocos años un 
verdadero desconocido a nivel mundial. Durante años ha sido usado como fruta seca o complemento 
de otros platos en las regiones de su cultivo, y fue gracias a un estudio realizado por la Universidad de 
Florida
1
 en el que se demostró que es una de las frutas más ricas en antioxidantes naturales 
(antocianos, polifenoles, vitaminas, etc.) de las conocidas hasta la actualidad. 
Este estudio, potenciado por la buena salud presente en los nativos y contrastado con pacientes que 
presentaban cuadros de leucemia, a los que se les suministro bebidas, suplementos dietéticos y otros 
compuestos ricos en açaí,  mostró el efecto del açaí en la neutralización de la acción de radicales libres 
como el peróxido y superóxido sobre las células, provocando además un alto grado de destrucción de 
las células cancerígenas y dando iguales o incluso mejores resultados que muchas de las sustancias 





A pesar de que la incorporación del açaí a nivel mundial ha sido reciente,
3
 es muy abundante la 
variedad de productos que actualmente lo contienen. El açaí es en la actualidad ampliamente utilizado 
en todo Brasil, consumido principalmente como el producto que lleva su nombre “açaí”, el cual 
consiste en una especie de triturado de açaí y azúcar que se consume en forma de granizada junto con 
otros ingredientes como leche condensada, siropes, plátano o cereales. Debido a lo perecedero de las 
bayas este fruto es transformado en otros formatos para que se pueda consumir y disfrutar de sus 
propiedades en otras partes del mundo, lo que resulta además de una enorme ventaja para su 
transporte. De tal forma actualmente se comercializa el açaí en determinados formatos a nivel 
mundial, casi todos ellos enfocados en la multitud de propiedades beneficiosas que poseen sus bayas. 
Los productos que pueden ser encontrados actualmente basados en el açaí son zumos, mermeladas, 
barras energéticas, concentrados de açaí, extractos de açaí, píldoras, licores, açaí liofilizado para 
preparados alimenticios e incluso productos de belleza basados en el açaí como exfoliantes y colonias. 
 




3.3. Compuestos presentes en el açaí 
Este fruto tropical muestra un nivel nutricional muy importante,
4
 dado su rico contenido en hidratos de 
carbono, aceites y proteínas. Destaca además por sus altas cantidades en vitamina C, lo que refuerza el 
sistema inmunológico de las personas. Sobresale su contenido en hierro y calcio, que sumado a las 
anteriores características lo hace un alimento muy completo y bastante consumido por deportistas. 
El açaí es una fruta rica en ácidos grasos poliinsaturados Omega 3, Omega 6, y Omega 9 (ácido oleico, 
linoleico, palmítico, etc). Aporta fitosteroles (betasitosterol) y 16 aminoácidos (destacando su aporte 
de ácido aspártico y ácido glutámico). Es rico en minerales como el calcio, magnesio, zinc, hierro y 
sobre todo potasio (930 mg por cada 100 gr). 
 
 
Compuestos en el açaí Concentración  g/100 g pulpa 
Proteínas 12 





-Vitamina C y A 
-Ác. Aspártico y ác. Glutámico 
 
Tabla 1. Principales compuestos presentes en el açaí. 
 
 
3.4. Propiedades beneficiosas del açaí 
El açaí, como muchas otras frutas rojas y moradas, presenta un alto contenido en compuestos 
bioactivos como polifenoles y antocianinas lo que se ve reflejado en sus propiedades antioxidantes y 
anticancerígenas. Además, diversos estudios han demostrado las propiedades beneficiosas del açaí 
frente a enfermedades crónicas como la obesidad, enfermedades neurodegenerativas o 
cardiovasculares.
5
 Destaca además sus propiedades para mitigar el dolor, debido a sus capacidades 
vasodilatadoras.
6
 Como se puede ver las propiedades del açaí son variadas y de enorme importancia, 
pero el desconocimiento que existe a nivel mundial sobre este fruto hace que aun hoy en día este fruto 
sea consumido principalmente como preparado alimenticio en las zonas de cultivo o zonas próximas a 
éstas. 
En los últimos años, y tras el estudio en la Universidad de Florida, el número de investigaciones sobre 
el açaí ha ido en aumento y aun así siguen quedando muchas incógnitas sobre el denominado por 
algunos científicos como el “fruto mágico” por resolver. Todo esto ha llevado a querer ampliar la 
información sobre este producto desarrollando y optimizando técnicas analíticas de extracción y 




análisis de los compuestos que presentan un marcado interés biológico (antioxidantes y 
anticancerígenos) en el açaí como son los antocianos y los polifenoles. 
 
3.5.  Sustancias antioxidantes presentes en el açaí 
Los radicales libres son especies químicas caracterizadas por tener uno o más electrones desapareados, 
lo que les lleva a unirse a otras moléculas para conseguir este electrón y provocar su inestabilidad. 
Esto suele dar como consecuencia una reacción en cadena dentro de las células hasta producir en 
ocasiones alteraciones genéticas en éstas, contribuyendo a aumentar el riesgo de cáncer. 
Los antioxidantes son moléculas capaces de prevenir la transferencia de electrones de una molécula a 
un agente oxidante, es decir, su oxidación y por tanto son capaces de eliminar los radicales libres e 
inhibir las reacciones en cadena. Debido a esto, los antioxidantes suelen ser agentes reductores como 
los polifenoles y antocianos y se encuentran ampliamente presentes en muchos frutos morados y rojos, 
como en nuestro caso de estudio. 
El estrés oxidativo (desequilibrio entre la producción de radicales libres y la capacidad de eliminarlos) 
se asocia a un alto número de enfermedades humanas, razón por la cual el uso de antoxidantes en la 
alimentación y en farmacología, tomados tanto en el consumo de este tipo de alimentos como en el uso 
de complementos alimenticios y extractos
7
 como medida preventiva, ha crecido de forma exponencial 
en los últimos años. De este modo, nuestro trabajo se ha centrado en estas especies (compuestos 
fenólicos y antocianos), por el elevado interés tanto nutricional como farmacológico que presentan.   
 
3.5.1. Compuestos fenólicos 
Son compuestos orgánicos en cuya estructura molecular tienen al menos un grupo fenol. Estos 
compuestos por lo general son considerados metabolitos secundarios de las plantas. Dado el gran 
número de integrantes de este grupo hay una gran variedad de características sobre solubilidad y 
funcionalidad de los mismos. Los compuestos fenólicos son metabolitos esenciales para el crecimiento 
y la reproducción de las plantas, e incluso como agentes protectores pero en los humanos destaca sus 
capacidades antioxidantes y anticancerígenas: 
 Capacidad antioxidante:8 esta capacidad es la responsable del efecto preventivo atribuido a estos 
compuestos sobre determinadas enfermedades frecuentes como enfermedades cardiovasculares y 
diversos tipos de cáncer. Los antioxidantes son compuestos que inhiben o retrasan la oxidación de 
otras moléculas por la inhibición de la propagación de la reacción de oxidación. 
 Capacidad anticancerígena:9 a los compuestos fenólicos se les atribuyen actividades 
farmacológicas y médicas tales como efectos vasodilatadores, antiinflamatorios o 
anticarcinogénicos. Es decir, pueden interferir en las distintas etapas que conducen al desarrollo de 
tumores malignos al proteger al ADN del daño oxidativo, inactivando los carcinógenos e  
inhibiendo la expresión de genes mutágenos. 




Tradicionalmente, la extracción de compuestos fenólicos se ha llevado a cabo por técnicas 
convencionales usando disolventes orgánicos, aunque obteniendo rendimientos de extracción bajos y 
con un elevado coste de tiempo. En los últimos años se han desarrollado distintas técnicas no 
convencionales para mejorar estas condiciones, como por ejemplo la extracción con fluidos 
supercríticos, la extracción asistida por microondas, la extracción con fluidos presurizados o asistida 
por ultrasonidos, siendo esta última una de las que ofrecen un mejor rendimiento al facilitar la 
transferencia desde el interior de la célula al disolvente.
10
 
Los principales compuestos fenólicos encontrados en el açaí son: ácido protocatecuico, dímero, 
trímero, tetrámero y pentámero de procianidina, equicatequina, ácido benzóico, ácido cafeico, ácido 
clorogénico, ácido ferúlico, ácido sinríngico, ácido vaníllico, ácido p-coumárico, orientina, 
isoorientina, vitexina, etc. 
 
3.5.2. Antocianinas 
Las antocianinas son productos naturales que confieren la pigmentación azulada y en muchas 
ocasiones rojas a muchas plantas, frutos y flores. Esta familia de compuestos pertenece a los 
compuestos fenólicos clasificados dentro de los denominados como flavonoides, pero por sus 
diferenciadas características hacen que sean estudiadas como un grupo independiente. Es esta 
estructura fenólica de las antocianinas la que da esta actividad antioxidante a través de la donación y 
transferencia de electrones de los átomos de hidrógeno. 
Las antocianinas han demostrado tener un papel significativo en la prevención de diversas 
enfermedades, y aumenta la capacidad antioxidante con el fin de prevenir algunos tipos de cáncer, 
retrasar el envejecimiento celular y reducir los ataques cardiacos o cerebrovascular. Su capacidad 
antioxidante (y por tanto su capacidad para aceptar electrones) depende de las diferencias en su 




Hay una gran variedad de antocianidinas en la naturaleza, pero seis de ellas son las encontradas más 
frecuentemente:
12
 cianidina, delfinidina, petunidina, peonidina, malvidina y pelargonidina, aunque por 
lo general en la naturaleza las antocianidinas se encuentran en sus formas glucósidadas (antocianinas). 
En el açaí están presente cuatro antocianinas mayoritarias
13
 tal y como se corrobora en las muestras 
analizadas: Cianidina-3-O-glucósido, Cianidina-3-O-rutinósido, Peonidina-3-O-glucósido, Peonidina-
3-O-rutinósido. 
 
3.6. Técnicas de extracción 
Las técnicas de extracción de compuestos de interés biológico, en nuestro caso compuestos fenólicos y 
antocianinas, vienen condicionadas por diversos factores como el método de extracción, el disolvente 
a elegir, la temperatura de extracción, el tiempo, uso o no de agentes acidificantes, etc. Para el caso de 




compuestos fenólicos y antocianinas en matrices vegetales se comprueba al revisar la bibliografía
14
 
que los disolventes de extracción principalmente empleados son mezclas hidroalcoholicas de etanol o 
metanol generalmente acidificadas con HCl a distintos grados de pH. 
Previo a la extracción de la muestra es necesario en primer lugar aplicar un procedimiento de triturado 
o molienda de la muestra con el fin de conseguir una correcta homogeneización y elevar la superficie 
de contacto con el disolvente, mejorando así el rendimiento y el tiempo de la extracción. Este proceso 
suele llevarse a cabo con un molinillo convencional o con una batidora en función de si se tratan de 
muestras sólidas o líquidas respectivamente. Tras la homogeneización de la muestra se debe de 
conservar ésta bajo condiciones adecuadas previas al análisis, en nuestro caso en congelador a -20 ºC.  
Con respecto a la extracción de compuestos de interés biológico, se entiende como la separación de 
una mezcla de sustancias por disolución de cada componente, usando para ello uno o varios 
disolventes, obteniéndose así dos partes diferenciadas: la solución extraída en su disolvente (extracto) 
y el residuo. En este proyecto se trata de separar en el extracto todas las sustancias (antocianinas y 
polifenoles) que se quieren analizar posteriormente. 
Las técnicas de extracción empleadas o disponibles en la bibliografía son muy variadas, presentando 
todas ellas por lo general buenos resultados de extracción, lo que impulsó a estudiar cuál de ellas 
consigue un mejor rendimiento de extracción para nuestros analitos de interés en nuestra muestra de 
estudio, debido a las características peculiares de nuestro fruto de açaí (alto contenido en fibra y en 
grasas). 
Hay un gran número de técnicas de extracción que se pueden encontrar en la bibliografía, las cuales 
van desde la simple agitación o maceración de la muestra con disolventes, extracción soxhlet, o hasta 
novedosas técnicas de extracción que se están incorporando recientemente en los laboratorios de 
análisis y extracción como son la extracción asistida por ultrasonidos (UAE), extracción asistida por 
microondas (MAE), extracción mediante fluidos presurizados (PLE) y extracción con fluidos 
supercríticos (SFE). A continuación se abordarán estas tres primeras técnicas novedosas ya que son las 
que se han estudiado y desarrollado en este trabajo. 
 
3.6.1. Extracción asistida por ultrasonidos (UAE) 
Los ultrasonidos son ondas de presión que se transmiten por el material con el que están en contacto, 
provocando su contracción y posterior expansión, y en consecuencia transmisión de la energía por el 
material. La muestra a extraer se coloca en un recipiente de extracción en el que se le aplican los 
ultrasonidos, siempre siendo la temperatura un parámetro a controlar. Es un método simple y eficaz de 
producir la disolución de los compuestos de interés en el disolvente de extracción. Una de las 
características que hace que este sea uno de los métodos elegidos por excelencia es que consigue altas 
eficiencias de extracción, con un mínimo consumo de disolventes y en tiempos inferiores a muchas 
otras técnicas. Todo esto se consigue gracias a que la superficie de contacto entre la fase sólida y la 




líquida es mucho mayor, lo que a menudo se ve traducido en un coste menor y una mejor conservación 
del medio ambiente. En el caso de la extracción de compuestos orgánicos ya sea de semillas, frutos u 
otras partes de la planta se ve notablemente mejorada al usar ultrasonidos, ya que el efecto mecánico 
de estos proporciona una mayor penetración del disolvente en el material intracelular que no es posible 
conseguir con otras técnicas. La extracción asistida con ultrasonidos se ha empleado para la extracción 






 etc. dando 
buenos resultados en rangos de temperatura de 0-75 ºC.
18
 
Con respecto al açaí, esta técnica ha sido empleada para la extracción de compuestos de interés 
biológico con buenos resultados. A pesar de ello no existe un protocolo exhaustivo de extracción de 
estos compuestos en el açaí, en el que se estudien los distintos parámetros a emplear como pueden ser 
el porcentaje de agua en el disolvente de extracción, el pH del disolvente, potencia de los ultrasonidos, 
tiempo y temperatura de extracción, la relación masa de muestra/volumen de disolvente o el número 
de ciclos de ultrasonido. 
 
3.6.2. Extracción mediante fluidos presurizados (PLE) 
Se basa en la extracción de los compuestos de interés empleando para ello un fluido a temperaturas 
por encima de su punto de ebullición pero con presiones lo suficientemente altas para que se encuentre 
en estado líquido. En este método, la muestra se coloca en la cámara de extracción y se presuriza con 
el disolvente. Una de las ventajas de este método es el escaso tiempo (aproximadamente unos quince 
minutos) que se requiere para obtener extracciones cuantitativas.
19
 Las elevadas temperaturas que se 
logran alcanzar facilitan la ruptura de los enlaces entre el analito y la matriz, aumentando de esta 
manera la capacidad del disolvente para solubilizar los compuestos de interés, aunque en algunas 
ocasiones se presentan compuestos naturales cuya estabilidad a estas temperaturas se ve 
negativamente influenciada, por lo que no es la técnica adecuada para usar en los casos en que se esté 
trabajando con compuestos termolábiles. Por otro lado, las altas presiones son un factor que 
incrementa la velocidad de difusión del disolvente en los poros de la matriz. 
En general esta técnica es bastante rápida, usa volúmenes mínimos de disolventes y no requiere de 
filtración posterior. Aunque como ya se ha comentado no todas las especies son estables a las 
temperaturas alcanzadas y además el coste del equipo es bastante elevado. 
En los últimos años el empleo de esta técnica se ha visto incrementado notablemente, en especial en 
extracciones de alimentos y productos naturales provenientes de plantas.
20
 Se ha empleado para la 






 etc. En 
cualquier caso, hasta el momento no se han realizado estudios sobre el potencial de la extracción 
mediante fluidos presurizados en la extracción de compuestos de interés biológico en el açaí, por lo 
que en este proyecto también se pretende llevar a cabo su optimización. 
 




3.6.3. Extracción asistida por microondas (MAE) 
Las microondas son ondas de alta frecuencia electromagnética con un rango de frecuencia entre 0.3-
300 GHz (entre las regiones de radio-frecuencia e infrarroja). Una de las principales diferencias que 
muestra esta técnica con otras es que a diferencia del calentamiento convencional el microondas es 
una técnica “fría”, es decir, el calentamiento aparece en el núcleo del objeto y se extiende desde el 
interior al exterior del cuerpo. Este calentamiento se encuentra estrechamente relacionado con la 
resistencia de la disolución al flujo de iones producidos por la conducción iónica, al igual que ocurre 
en la rotación dipolar, dónde el realineamiento de los dipolos frente al campo aplicado produce el 









3.7. Técnicas de separación y análisis 
Una vez obtenidos los extractos el siguiente paso es el análisis de los mismos. Para ello se necesitan de 
técnicas analíticas de separación, identificación, cuantificación y análisis de los compuestos de interés 
biológicos presentes en el açaí. Observando en la bibliografía se comprueba que las técnicas analíticas 
más ampliamente empleadas para el análisis de compuestos fenólicos y antocianinas en extractos de 




3.7.1. Cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) 
La Cromatografía líquida de alta eficacia es un tipo de cromatografía en columna basada en la 
separación de los componentes de una mezcla en función de sus diferentes interacciones químicas y/o 
físicas con el relleno de la columna cromatográfica. El compuesto pasa por la columna cromatográfica 
a través de la fase estacionaria contenido dentro de la fase móvil que es impulsada a alta presión. Los 
componentes se retienen dentro de la columna en función de sus interacciones químicas o físicas con 
la fase estacionaria y la fase móvil. Se distinguen distintos tipos de procedimientos en función de la 
polaridad del disolvente y de la columna, de las interacciones entre los compuestos y  de si la fase 
estacionaria es de tipo químico o físico, etc.  
Las ventajas que presenta esta técnica son que nos permite separar los compuestos de forma óptima, 
aún cuando no sean volátiles o sean  termolábiles y además el gasto de muestra es pequeño. La única 
desventaja que presenta es que es necesario realizar distintos experimentos para encontrar las 
condiciones de gradiente y columna óptimos, pero a menudo la bibliografía nos sirve de apoyo para 
ello. 







 etc., así como en el açaí.
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 Generalmente todas estas 
técnicas trabajan en fase reversa empleando columnas tipo C-18 y como disolventes de separación 
mezclas de agua con acetonitrilo o metanol acidificados. 





3.7.2. Cromatografía líquida de ultra eficacia (UPLC) 
Esta técnica tiene su base en la cromatografía líquida de alta eficacia, pero aprovecha los avances 
tecnológicos que se han llevado a cabo en este campo, utilizando columnas de relleno con partículas 
mucho más pequeña (< 2.0 μm) que permiten resoluciones más eficientes pero que requieren trabajar a 
presiones mucho mayores para vencer la resistencia al flujo de disolventes. El resultado del uso de esta 
técnica es la obtención de cromatogramas de una resolución equivalente o incluso superiores a las 
obtenidas en HPLC, pero en un tiempo muy inferior, incluso llegando a reducir el tiempo de análisis 
10 veces. 
Esta técnica por tanto se ha empleado en el análisis de compuestos fenólicos y antocianinas en 








3.8. Técnicas de identificación y cuantificación de polifenoles y antocianinas 
 
3.8.1. Espectroscopía de absorción UV-Vis 
La espectroscopía ultravioleta-visible es una técnica espectroscópica que utiliza radiación 
electromagnética de las regiones visible, ultravioleta cercana e infrarroja cercana. La radiación 
absorbida por las moléculas en esta región del espectro provoca transiciones electrónicas que pueden 
ser cuantificadas. La espectroscopia UV-Visible se utiliza para identificar algunos grupos funcionales 
de moléculas, y además, para determinar la concentración de un compuesto o conjunto de compuestos. 
Dentro de esta técnica destaca el “Índice de Polifenoles Totales”, que es el procedimiento que permite 
relacionar la coloración del complejo formado por los compuestos fenólicos presentes en el extracto 
con el reactivo de Folin-Ciocalteu. La concentración de fenólicos totales se obtiene al aplicar una recta 
de calibrado elaborada previamente, generalmente empleando ácido gálico como patrón.  Esta técnica 




 bayas de saúco,
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3.8.2. Espectrometría de masas (HPLC-MS; UPLC-MS) 
La espectrometría de masas es un método de análisis que se basa en la determinación de las masas de 
los compuestos a analizar,
39
 lo que permite recabar información sobre su naturaleza, composición y 
estructura. Esta técnica está basada en que los compuestos a analizar se ionizan, de forma que las 
especies portadoras de carga eléctrica son sometidas a un campo eléctrico y/o magnético que 
interferirá en sus trayectorias en una cámara sometida al vacío. El estudio de estas trayectorias permite 
determinar la relación masa-carga de estos iones, así como su naturaleza. En la actualidad esta es una 
de las herramientas más utilizadas acoplada a equipos de cromatografía líquida de alta resolución en la 







 etc., así como en el açaí.
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El açaí es un fruto que presenta unas propiedades nutricionales muy importantes debido a su alto 
contenido en hidratos de carbono, proteínas, grasas y fibras. Además de sus importantes propiedades 
nutricionales, el açaí es uno de los frutos que presenta una mayor cantidad de compuestos de marcado 
interés biológico, como compuestos antioxidantes y compuestos anti-cancerígenos, entre los que 
destacan las antocianinas y los compuestos fenólicos presentes en el açaí.  
Debido a la zona de su cultivo (apartada tradicionalmente de grandes zonas de consumo) y al tratarse 
de un fruto muy perecedero, ha hecho que este fruto se haya consumido principalmente de una forma 
local en las zonas de producción (zonas bajas inundables de la selva amazónica). En los últimos años, 
debido a diversos factores como son la mejora de las técnicas de conservación y elaboración de 
alimentos, el mayor conocimiento de las propiedades biológicas que presentan determinados 
alimentos, y al boom de la globalización comercial mundial, el uso de este fruto se está incrementando 
de una manera exponencial. Actualmente el açaí es ampliamente comercializado en un gran número de 
formatos, entre los que destacan el preparado de açaí (especie de granizada), mermeladas, zumos, 
barras energéticas, concentrados, extractos, liofilizados, píldoras, licores, etc., e incluso productos de 
belleza basados en el açaí como exfoliantes y colonias. 
Hay autores que han aplicado técnicas de extracción para la identificación y cuantificación de los 
compuestos de interés biológico presentes en el açaí, como la extracción asistida por ultrasonidos, pero 
ningún autor ha realizado un estudio exhaustivo sobre su extracción. Por tal motivo se hace necesario: 
 
 El desarrollo de un método de extracción de antocianinas y compuestos fenólicos totales en el açaí 
empleando la extracción asistida por ultrasonidos (UAE) en la que se estudien los distintos 
parámetros de extracción implicados (disolvente de extracción, tiempo, pH, temperatura, relación 
“masa de muestra/volumen de disolvente”, amplitud y ciclo). 
 El desarrollo de un método de extracción de antocianinas y compuestos fenólicos totales en el açaí 
empleando la extracción mediante fluidos presurizados (PLE) en la que se estudien los distintos 
parámetros de extracción implicados (disolvente de extracción, tiempo, pH, temperatura, relación 
“masa de muestra/volumen de disolvente”, presión y purga). 
 El desarrollo de un método de extracción de antocianinas y compuestos fenólicos totales en el açaí 
empleando la extracción asistida por microondas (MAE) en la que se estudien los distintos 
parámetros de extracción implicados (disolvente de extracción, tiempo, pH, temperatura y relación 
“masa de muestra/volumen de disolvente”). 
 Estudio de la repetitividad y reproducibilidad de los métodos desarrollados. 
 Comparar los métodos de extracción desarrollados remarcando las ventajas e inconvenientes de 
cada método a la hora de la extracción tanto para antocianinas como para compuestos fenólicos 
totales. 
 Estudio de la aplicabilidad del método desarrollado aplicándolo a distintas muestras comerciales 
que contengan açaí. 





5. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
5.1. Material biológico empleado 
Para el desarrollo de los métodos de extracción se ha empleado un liofilizado de açaí crudo procedente 
de Brasil, liofilizado y comercializado en polvo proveniente de la agricultura ecológica 
(SuperAlimentos Mundo Arcoíris, Gerona, España). Una vez desarrollados y optimizados los distintos 
métodos de extracción se han empleado distintos alimentos y preparados a partir del açaí para el 
análisis y cuantificación de sus compuestos de interés biológico. Las muestras empleadas se recogen 
en la tabla 2. Tanto el liofilizado de açaí como las distintas muestras analizadas se han conservado en 
cámara congeladora a - 20 ºC hasta su posterior análisis. 
MUESTRAS ANALIZADAS ESTADO DE LA MUESTRA 
Liofilizado de açaí (1) SuperAlimentos Mundo Arcoíris Sólido 
Liofilizado de açaí (2) SuperAlimentos Mundo Arcoíris Sólido 
Liofilizado de açaí (3) Universidad de Campinas Sólido 
Zumo “Native Orgánico” Líquido 
Zumo suplemento alimenticio “Optima” Jarabe 
Zumo concentrado açaí-platano “UNIMPORT Tropical Fruit SL” Jarabe 
Pastillas Açaí “Magra” Sólido 
Mermelada de açaí “CAMTA” Mermelada 
 
Tabla 2. Muestras comerciales de Açaí. 
 
5.2. Disolventes y reactivos 
Los disolventes empleados para las extracciones han sido agua y metanol acidificados con ácido 
clorhídrico. El agua empleada ha sido de calidad Milli Q obtenida de un sistema de bi-destilación de 
agua Millipore (Bedford, MA, USA). El ácido clorhídrico (Panreac, Barcelona, España) ha sido de 
grado “Para Análisis” y el metanol (Fisher Scientific, Loughborough, UK) empleado ha sido de grado 
HPLC.  
Los disolventes empleados en las separaciones cromatográficas han sido agua Milli Q, metanol (Fisher 
Scientific, Loughborough, UK) y ácido fórmico (Scharlau, Barcelona, España) siendo estos últimos de 
grado HPLC.  
Para la medición de los fenólicos totales se ha empleado agua destilada, reactivo de Folin-Ciocalteu 
(EMD Millipore, Darmstadt, Alemania), carbonato de sodio anhidro (Panreac, Barcelona, España) y 
como patrón ácido gálico (Sigma–Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, USA). El estándar de 




antocianos empleados ha sido el cloruro de pelargonidina (Sigma–Aldrich Chemical Co., St. Louis, 
MO, USA). 
 
5.3. Extracción asistida por ultrasonidos (UAE) 
5.3.1. Equipo de extracción. 
El desarrollo de la extracción asistida por ultrasonidos se ha llevado a cabo con una Sonda UP 200 S 
(Ultraschallprozessor. Dr. Hielscher. GmbH, Berlín, Alemania) con posibilidad de modificación de 
ciclos y amplitud, y acoplada a un baño termostático con control de la temperatura (FRIGITERM-10, 
J.P. Selecta, S.A., Barcelona, España). 
 
 
Figura 1. Equipo de extracción asistida por ultrasonidos. 
5.3.2. Procedimiento de extracción 
Para la extracción asistida por ultrasonidos se ha operado de la siguiente manera: En un “falcon” de 50 
mL se pesa la cantidad de muestra a extraer y se añade el volumen de disolvente que en cada 
extracción sea necesario. Posteriormente se introduce el “falcon” en un baño con la temperatura 
previamente programada para dicha extracción y se introduce la sonda de ultrasonidos dentro del 
“falcon”, teniendo la precaución de que la sonda no toque la base del falcon, procediéndose 
posteriormente a la extracción en las condiciones marcadas. 
Una vez finalizada la extracción, se procede al enfriamiento, si se hubiese realizado a altas 
temperaturas. Cuando se alcanza la temperatura ambiente se filtra el extracto a través de un filtro 
cónico y se lava el “falcon” con 5 mL del disolvente utilizado. Ambas porciones se recogen en un 
matraz aforado de 25 mL que se enrasa con el mismo disolvente empleado en la extracción. 
Posteriormente parte del extracto se pasa a un tubo de ensayo de plástico y se somete a centrifugación 
(8000 rpm durante diez minutos a 5 ºC de temperatura). Una vez centrifugado, se toma una pequeña 




porción del extracto con una jeringuilla de plástico y se filtra con un filtro de jeringa de nylon de 0.22 
μm (MS Nylon Syringe Filter, Membrane Solutions, Dallas, EE.UU.), obteniéndose el filtrado en un 
vial de HPLC que será guardado a -20 ºC hasta el posterior análisis cromatográfico.  
 
5.4. Extracción mediante fluidos presurizados (PLE) 
5.4.1. Equipo de extracción 
El desarrollo de la extracción mediante fluidos presurizados se ha llevado a cabo mediante un sistema 
de extracción ASE 200 (“Accelerated Solvent Extractor®”, Dionex, Sunnyvale, California, EE.UU.). 
El sistema central consta de: 
 Un panel de control para seleccionar las condiciones de la extracción y el funcionamiento del equipo. 
 Un software que permite seleccionar las distintas variables que influyen en la extracción como la 
temperatura, la presión, el número de ciclos consecutivos de extracción, etc.  
 Dos carruseles giratorios para la colocación de las cámaras de extracción (de acero inoxidable, 
disponibles en tamaños de 11, 22 ó 33 mL de capacidad) y de los viales de recolección (de 40 ó 60 mL 
de capacidad). 
 Un compartimento, donde se encuentran los indicadores de presión del disolvente, descompresión del 
horno y del sistema de N2, así como un vial para recoger residuos. 
 Una zona donde se encuentra el horno y el brazo automático que recoge la cámara de extracción, la 
lleva hasta el horno y la vuelve a depositar en el carrusel una vez finalizada la extracción. 
 Un mecanismo de aguja que accede al vial de recolección y atraviesa el septum del mismo, 
permitiendo recoger el extracto que llega desde la cámara de extracción. 
 
Para las extracciones se han empleado cámaras de extracción de acero inoxidable de alta presión de un 
volumen de 11 mL. 
 
Figura 2. Equipo de extracción mediante fluidos presurizados. 





5.4.2. Procedimiento de extracción  
A continuación se detalla cómo es el procedimiento de extracción al aplicar la extracción mediante 
fluidos presurizados: La cámara de extracción consta de un cilindro central al que se le enroscan dos 
tapas, una superior y otra inferior. El procedimiento para preparar la cámara de extracción comienza 
enroscando la tapa inferior en el cilindro metálico. Seguidamente se coloca un filtro de celulosa en la 
parte inferior y luego se llena la cámara con arena de lavado tamaño grueso (Panreac, Barcelona, 
España) hasta aproximadamente un tercio de su capacidad. A continuación se adiciona la muestra a 
extraer, y se procede al homogeneizado de estas dos fracciones usando una espátula metálica, 
prestando especial cuidado a no perder parte de la muestra. Por último, se rellena el resto de la cámara 
con arena de lavado de grano grueso y se procede a cerrar la cámara enroscando la otra tapa en la parte 
superior.  
La cámara así preparada se coloca en el equipo de extracción situándola en un carrusel desde donde se 
introducirá en el horno de extracción. Seguidamente se procede a la extracción en las condiciones 
previamente programadas. El extracto se recoge en un vial situado en otro carrusel disponible en el 
equipo. 
Una vez finalizada la extracción, se procede al enfriamiento del extracto si se hubiese realizado a altas 
temperaturas. Cuando se alcanza la temperatura ambiente se filtra el extracto a través de un filtro 
cónico y se lava el extracto con 5 mL del disolvente utilizado. Ambas porciones se recogen en un 
matraz aforado de 25 mL o 50 mL (en función de la cantidad de extracto obtenido), el cual se enrasa 
con el mismo disolvente empleado en la extracción. Posteriormente parte del extracto se pasa a un 
tubo de ensayo de plástico y se somete a centrifugación (8000 rpm durante diez minutos a 5 ºC de 
temperatura). Una vez centrifugado, se toma una pequeña porción del extracto con una jeringuilla de 
plástico y se filtra con un filtro de jeringa de nylon de 0.22 μm (MS Nylon Syringe Filter, Membrane 
Solutions, Dallas, EE.UU.), obteniéndose el filtrado en un vial de HPLC que será guardado a -20 ºC 
hasta el posterior análisis cromatográfico.  
 
5.5. Extracción asistida por microondas (MAE) 
5.5.1. Equipo de extracción 
El desarrollo de la extracción asistida por microondas se ha llevado a cabo mediante un sistema de 
extracción ETHOS 1600 (Advanced Microwave Labstation de Milestone, Shelton, CT, EE.UU.) El 
sistema cuenta con: 
 Un panel de control para seleccionar las condiciones de la extracción y el funcionamiento del 
mismo. 




 Un carrusel giratorio para la colocación de hasta 10 cámaras de extracción. 
 Un sistema de agitación magnética acoplado al sistema de extracción. 
 Un sistema de seguridad de sobre-presión de la cámara de extracción. 
 Un software de control del equipo denominado “EasyWave”. 










Figura 3. Equipo de extracción asistida por microondas. 
 
5.5.2. Procedimiento de extracción  
Seguidamente se expone cómo es el procedimiento de extracción al aplicar la extracción asistida por 
microondas: Para el desarrollo del método de extracción, la cantidad de muestra a emplear se ha fijado 
en 0.5 gramos. Una vez pesada la muestra, se adiciona en las cámaras de extracción (recipientes de 
teflón de alta presión) añadiendo a continuación la cantidad de disolvente requerido para cada 
experimento. Una vez adicionado el disolvente de extracción, las cámaras de extracción son 
convenientemente cerradas. Las cámaras son introducidas en el equipo de microondas, dónde se 
aseguran a un carrusel rotatorio para que no exista movimiento durante la rotación. Paralelamente se 
prepara una celda de referencia con la misma cantidad de disolvente de extracción al que se le acopla 
una sonda de temperatura para el control del proceso. Finalmente se cierra el equipo dando comienzo 
al programa de extracción que previamente se haya configurado. Una vez transcurrido el periodo de 
extracción, se retiran las cámaras de extracción del equipo y se dejan atemperar antes de proceder a su 
apertura. Cuando se alcanza la temperatura ambiente se filtra el extracto a través de un filtro cónico y 
se lava el extracto con 5 mL del disolvente utilizado. Ambas porciones se recogen en un matraz 
aforado de 25 mL, el cual se enrasa con el mismo disolvente empleado en la extracción. 




Posteriormente parte del extracto se pasa a un tubo de ensayo de plástico y se somete a centrifugación 
(8000 rpm durante diez minutos a 5 ºC de temperatura). Una vez centrifugado, se toma una pequeña 
porción del extracto con una jeringuilla de plástico y se filtra con un filtro de jeringa de nylon de 0.22 
μm (MS Nylon Syringe Filter, Membrane Solutions, Dallas, EE.UU.), obteniéndose el filtrado en un 
vial de HPLC que será guardado a -20 ºC hasta el posterior análisis cromatográfico.  
 
5.6. Espectroscopía UV-Vis 
 
5.6.1. Equipo  
El equipo utilizado ha sido un espectrofotómetro modelo Jasco V-530 (JASCO Corporation, Tokyo, 
Japón) que cuenta con una fuente de luz halógena de tungsteno y deuterio y un fotodetector de doble 
haz.  Presenta un  ancho de banda de 2 nm, y su rango de longitud de onda va desde 190 a 1100 nm 
con una velocidad de escaneo de hasta 4000 nm/min. 
 
 
Figura 4. Espectrofotómetro UV-Vis. 
 
5.6.2. Procedimiento de Folin-Ciocalteu 
Este procedimiento se basa en la reactividad que presentan los compuestos fenólicos presentes en una 
muestra con el reactivo de Folin-Ciocalteu (mezcla de ácido fosfotúngstico y fosfomolíbdico), el cual 
forma un complejo de coloración azul que puede ser medible a 750 nm y que es directamente 
proporcional al contenido de polifenoles. De esta manera, el conjunto de compuestos fenólicos 
presentes en el açaí se oxidan por el reactivo de Folin-Ciocalteu, formando este complejo de 
coloración azul. 
El procedimiento que se ha seguido es el siguiente: en un matraz de 25 mL se añade 0.25 mL del 
extracto, el cual se ha filtrado previamente con un filtro de 0.22 μm (MS Nylon Syringe Filter, 




Membrane Solutions, Dallas, EE.UU.). Posteriormente se adicionan 12.5 mL de agua destilada y 1.25 
mL del reactivo de Folin-Ciocalteu. Por último, se pipetean 5 mL de la disolución preparada de 
carbonato sódico al 20% y seguidamente el matraz aforado es enrasado con agua destilada. Se procede 
a la agitación del matraz y se espera treinta minutos hasta la medición de la absorbancia, con el fin de 
que dé tiempo a que se forme el complejo. Pasado este tiempo se procederá al análisis ultravioleta-
visible a una longitud de onda de 750 nm. 
Previo al análisis de compuestos fenólicos totales, debe de realizarse una recta de calibración, en las 
mismas condiciones a las que se analizaron los extractos, la cual se suele realizar con una sustancia 
patrón, en nuestro caso el ácido gálico. Para ello se ha realizado una curva de calibrado a distintas 
concentraciones de ácido gálico (0.1-500 ppm), obteniendo una correlación, a partir de la cual se pudo 
referenciar  la concentración de compuestos fenólicos totales presentes en nuestros extractos de açaí a 
una concentración equivalente de ácido gálico en ppm. 
La recta de calibrado obtenida para el patrón de ácido gálico fue y =  0.0024 x – 0.0031. Los 
parámetros analíticos que presenta dicha recta de calibrado son: r
2 
= 0.9999; Límite de detección 
(LOD) = 1.6487 ppm; Límite de cuantificación (LOQ) = 5.4983 ppm. 
La ecuación de regresión, el coeficiente de regresión (r
2
) y  los límites de detección y cuantificación  
han sido calculados a través del software Excel 2010. 
 
5.7. Cromatografía líquida de ultra eficacia acoplada a la espectrometría de masas de tiempo de 
vuelo (UPLC-Q-TOF-MS) 
Las antocianinas han sido identificadas por cromatografía líquida de ultra eficacia acoplada a un 
espectrómetro de masa con cuadrupolo de tiempo de vuelo (UPLC-Q-TOF-MS) (Synapt G2, Waters 
Corp., Milford, MA, EEUU). El volumen de inyección se ha ajustado a 3 μL. La columna utilizada 
para la identificación de antocianinas ha sido una columna de fase reversa tipo C-18 (Acquity UPLC 
BEH C18, Waters; 2.1 mm x 100 mm,  tamaño de partícula 1.7 µm). 
Para la identificación de las antocianinas, se empleó un  disolvente A (agua con ácido fórmico al 2%) 
y un disolvente B (metanol) como fase móvil a una velocidad de flujo de 0.4 mL min
-1
. El gradiente 
empleado fue el siguiente: 0 min, 15% de B; 3,30 min, 20% de B; 3,86 min, 30% de B; 5,05 min, 40% 
de B; 5,35 min, 55% de B; 5,64 min, 60% de B, 5,94 min, 95% de B; 7,50 min, 95% B. En total el 
tiempo de ejecución fue de doce minutos, incluidos cuatro minutos de pre-equilibrado de la columna. 
La determinación de los analitos fue llevada a cabo utilizando una fuente de electrospray que opera en 
modo de ionización positivo en las condiciones siguientes: flujo de gas de desolvatación = 700 L h
-1
; 
temperatura de desolvatación = 500 °C; flujo de gas del cono = 10 L h
-1
; temperatura de la   
fuente = 150 °C; tensión del capilar = 700 V; voltaje del cono = 30 V; energía de colisión = 20 eV. 
Los datos fueron recogidos en modo de barrido completo en (m/z = 100-1200). 
 







Figura 5. UPLC-Q-TOF-MS. 
 
Las antocianinas identificadas han sido: Cianidina-3-O-glucósido, Cianidina-3-O-rutinósido, 
Peonidina-3-O-glucósido, Peonidina-3-O-rutinósido. Los espectros correspondientes a estos cuatro 
compuestos vienen recogidos en el Anexo I. 
 
5.8. Cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) 
La separación y cuantificación de antocianinas ha sido llevada a cabo en un equipo Elite HPLC 
LaChrom Ultra System (VWR Hitachi, Tokyo, Japón) compuesto por un automuestreador L-2200U, 
un horno de columna L2300, dos bombas L-2160U y un detector UV-Vis L-2420U. El volumen de 
inyección se ha ajustado a 15 μL. El horno de columna se ha ajustado a 50 ºC para la separación 
cromatográfica y la longitud de onda empleada en el detector de UV-Vis para la cuantificación de las 
antocianinas ha sido de 520 nm. La columna utilizada para el análisis de antocianinas ha sido una 
HaloTM C18 Hitachi LaChrom (100 x 3 mm, tamaño de partícula 2.7 µm). 
 
 
Figura 6. HPLC-UV-Vis. 




Para la separación de las antocianinas se ha empleado un método en gradiente usando agua acidificada 
(5% de ácido fórmico, disolvente A) y metanol (disolvente B), a un flujo de 1.0 mL min
–1
. El 
gradiente empleado es el siguiente: 0 min, 15% B; 1.50 min, 20% B; 3.30 min, 30% B; 4.80 min, 40% 
B; 5.40 min, 55% B; 5.90 min, 60% B; 6.60 min, 95% B; 9.30 min, 95% B; 10 min, 15% B. 
La cuantificación de las antocianinas presentes en el açaí se ha realizado a partir de la recta de 
calibrado preparada a partir del patrón de cloruro de pelargonidina. Teniendo en cuanta los pesos 
moleculares de las antocianidinas presentes en el açaí, se han elaborado las rectas de calibrado para 
estas últimas. Los datos de las rectas de calibrado obtenidas y los parámetros analíticos de las mismas 
se recogen en la tabla 3. 
 
 
Compuesto Recta de calibrado r
2 
LOD (ppm) LOQ (ppm) 
Cloruro de pelargonidina y = 300,568.88 x - 28,462.43 0.9999 0.198 0.662 
Cianidina-3-O-glucósido y = 205,134.74 x - 28,462.43 0.9999 0.291 0.970 
Cianidina-3-O-rutinósido y = 154,795.05 x - 28,462.43 0.9999 0.386 1.285 
Peonidina-3-O-glucósido y = 198,925.96 x - 28,462.43 0.9999 0.300 1.000 
Peonidina-3-O-rutinósido y = 151,232.91 x - 28,462.43 0.9999 0.395 1.316 
 
Tabla 3. Rectas de calibrado correspondiente a las antocianinas del açaí y parámetros analíticos de las mismas. 
 
La ecuación de regresión, el coeficiente de regresión (r
2
) y los límites de detección (LOD) y 
cuantificación (LOQ) han sido calculados a través del software Excel 2010. En el anexo II se presenta 
un cromatograma característico de separación de las 4 antocianinas presentes en los extractos de açaí.  
 
5.9. Diseño de experimentos tipo Box-Behnken (BBD) 
Una vez realizadas las extracciones es necesario obtener los efectos significativos del sistema de 
extracción y posteriormente las condiciones óptimas de los mismos. Para ello se ha utilizado un diseño 
de experimentos de tipo Box-Behnken (BBD). 
Durante el procedimiento de optimización se distinguen dos tipos de variables: los factores, que serán 
las variables independientes (en nuestro caso 6 variables para UAE y PLE y 4 variables para MAE) y 
la respuesta, que será la variable dependiente y que en nuestro caso será la concentración de 
antocianinas totales y la concentraciones de compuestos fenólicos totales. 
El diseño Box-Behnken (BBD) es un tipo de diseño de superficie de respuesta dónde cada variable 
independiente recibe uno de los tres posibles valores tomados por la misma, dichos valores son 




codificados como -1, 0, 1.  Este hecho presenta una gran ventaja ya que evita la realización de 
experimentos en condiciones extremas. Dicho diseño debe adaptarse a un modelo cuadrático y debe 
existir un número de puntos experimentales razonables en comparación con el número de variables a 
tener en cuenta. Por último, la varianza de estimación debe depender sólo de la distancia desde el 
centro y no debe variar demasiado en el interior del cubo más pequeño que contiene los puntos 
experimentales. 
Los diseños de tipo BBD muestran en general mejores resultados
44
 que el resto cuando el rendimiento 
del diseño experimental a tratar se define como el número de factores dividido por el número de 
experimentos.  
En concreto éste es el tipo de diseño que va a utilizarse para la optimización de las condiciones de 
extracción de antocianinas y compuestos fenólicos totales mediante los tres tipos de extracción que se 
van a llevar a cabo. 
La representación gráfica de un diseño experimental de tipo Box-Behnken (Figura 7) consiste en un 
cubo dónde el punto central se encuentra en el interior del mismo mientras que los puntos medios se 















6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 
6.1. Extracción asistida por ultrasonidos (UAE) 
6.1.1. Optimización mediante diseño de experimentos 
Para la obtención de las condiciones óptimas de extracción empleando la extracción asistida por 
ultrasonidos tanto para antocianinas como para compuestos fenólicos totales se ha empleado un diseño 
de experimentos de tipo Box-Behnken. En dicho diseño se han empleado 6 variables (% MeOH, 
temperatura, amplitud, ciclo, pH y “ratio”) y dos respuestas (concentración de antocianinas totales y 
concentración de compuestos fenólicos totales). Los rangos de las variables empleadas aparecen en la 
tabla 4. La tabla del diseño de experimentos empleado para estas extracciones viene recogida en el 
Anexo III. 
FACTOR VALORES 
% Metanol 25 - 50 - 75 
Temperatura (ºC) 10 - 40 - 70 
Amplitud (%) 30 - 50 - 70 
Ciclo 2 - 4.5 - 7 
pH 3  - 5  - 7 
“Ratio” (mL) 10 - 15 - 20 
 
Tabla 4. Variables de extracción para antocianinas totales en la extracción asistida por ultrasonidos. 
La cantidad de muestra a emplear se ha fijado en 0.5 gramos y el tiempo de extracción en 10 minutos. 
 
6.1.2. Condiciones óptimas de extracción para antocianinas 
Para determinar las condiciones óptimas de extracción de antocianinas se llevó a cabo un diseño de 
experimentos con las 6 variables comentadas anteriormente. El resultado del diseño es la realización 
de 54 ensayos en los cuales se van variando los distintos parámetros de extracción. Todos estos 
experimentos fueron llevados a cabo en 10 minutos de extracción. Tras la realización de los 54 
ensayos (Anexo I) se analizaron las 54 muestras obtenidas por cromatografía líquida de alta eficacia 
(HPLC) en el equipo “Elite HPLC LaChrom” para la cuantificación de las 4 antocianinas presentes en 
las muestras de açaí. Una vez obtenidos los valores de concentración de las 4 antocianinas presentes se 
sumaron para obtener la concentración total de antocianinas. Con estos valores se realizó el diseño de 
experimentos de Box-Behnken mediante el programa Statgraphic (Versión Centurion XVI.I)  para 




obtener las condiciones óptimas de extracción y ver qué parámetros de extracción son los que más 
influyen a la hora de la extracción de las antocianinas totales presentes en las muestras de açaí. Los 
resultados obtenidos del tratamiento estadístico se recogen en la figura 8 en la que se representa el 
diagrama de Pareto para dicho diseño. 
 
Figura 8. Diagrama de Pareto para la respuesta “antocianinas totales”. 
 
A la vista del diagrama de Pareto se observa que el factor que predominantemente influye en la 
extracción de las antocianinas totales presentes en el açaí es el porcentaje de metanol en el disolvente 
de extracción, mientras que el resto de variables no parecen tener una influencia determinante a la hora 
de extraer las antocianinas del açaí, salvo la temperatura de extracción, que sí presenta una leve 
influencia. Los parámetros óptimos de extracción obtenidos a partir de dicho diseño de experimentos 
vienen recogidos en la tabla 5. 
PARÁMETRO VALOR ÓPTIMO 
% MeOH 51 
pH 6.38 
Ciclo 7 
Amplitud (%) 65 
Temperatura (ºC) 31 
“Ratio” (mL) 10 
 
Tabla 5. Condiciones óptimas de extracción de antocianinas totales en la extracción asistida por ultrasonidos. 


































Porcentaje de metanol 
6.1.2.1. Porcentaje de metanol en el disolvente de extracción 
Una vez que se obtuvo que el porcentaje de metanol en el disolvente de extracción era el parámetro 
más influyente a la hora de extraer las antocianinas totales se decidió ver este efecto empleando para 
ello distintos porcentajes de metanol en el disolvente de extracción y extrayendo las muestras con las 
mejores condiciones de extracción obtenidas en el diseño de experimentos (tabla 5). Se estudiaron 
distintos porcentajes de metanol en agua (5, 15, 25, 50, 75, 85 y 95%), realizándose todos los ensayos 
por duplicado e igualmente en un tiempo de extracción de 10 minutos. Los resultados obtenidos 
vienen recogidos en la figura 9, en la que se observa que las mayores cantidades de antocianinas por 
gramo de açaí fueron obtenidas para una concentración de metanol en torno al 50% en agua, lo que 
confirma los resultados obtenidos con anterioridad. 
Figura 9. Cantidad de antocianinas totales extraídas en función del porcentaje de metanol en el disolvente de extracción. 
 
6.1.2.2. Tiempo de extracción 
Una vez obtenidas las condiciones óptimas de extracción se pasó a desarrollar un estudio sobre el 
tiempo óptimo de extracción en estas condiciones. Para ello se realizaron extracciones de la muestra 
de açaí a distintos tiempos (5, 10, 15, 20, 25 y 30 min). Todos los ensayos se llevaron a cabo por 
duplicado. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 10 en la cual se representa la 
concentración total de antocianinas extraídas en función del tiempo. 





























Tiempo de extracción 
 
Figura 10. Cantidad de antocianinas totales extraídas en función del tiempo de extracción. 
 
A la vista de la figura 10 se observa que 5 minutos de extracción en las condiciones óptimas de 
extracción son suficientes para obtener el máximo de antocianinas totales. A partir de este tiempo, y 
principalmente a partir de los 20 minutos, se observa una disminución leve del contenido total de 
antocianinas, debido a posibles degradaciones de estos compuestos.  
 
6.1.2.3. Repetitividad y reproducibilidad del método 
Se ha llevado a cabo un estudio de repetitividad y reproducibilidad del método desarrollado. Para ello 
se han realizado distintas extracciones en las condiciones óptimas de extracción en tres días 
consecutivos. Para la repetitividad se llevaron a cabo 12 extracciones en un mismo día. Para la 
reproducibilidad se hicieron 6 extracciones por día en tres días consecutivos. A la vista de los 
resultados obtenidos (Tabla 6) se comprueba que el método desarrollado presenta una buena 
repetitividad (DER < 2.48%) y reproducibilidad (DER < 3.05%). 
 REPETITIVIDAD* REPRODUCIBILIDAD** 
Media (mg Ant. Tot. / g Açaí) 4.716 4.737 
Desviación estándar 0.117 0.145 
Desviación estándar relativa (%) 2.48 3.05 
 
Tabla 6. Parámetros obtenidos del estudio de repetitividad y reproduciblilidad. * (n=12); ** (n=18). 





6.1.3. Condiciones óptimas de extracción para compuestos fenólicos 
De igual manera a como se hizo para determinar las condiciones óptimas de extracción de 
antocianinas totales, se emplearon los 54 extractos obtenidos para determinar las condiciones óptimas 
de extracción de los compuestos fenólicos totales. Los 54 extractos obtenidos fueron analizados 
mediante el método de Folin-Ciocalteu para determinar su contenido en compuestos fenólicos totales. 
Esta fue la respuesta que se empleó para la obtención de los parámetros óptimos de extracción. Los 
valores obtenidos fueron sometidos a un diseño de experimentos de Box-Behnken de 6 variables con 
una respuesta (composición de compuestos fenólicos totales), mediante el programa Statgraphic 
(Versión Centurion XVI.I), para obtener las condiciones óptimas de extracción y ver qué parámetros 
de extracción son los que más influyen a la hora de la extracción de estos compuestos. Los resultados 
obtenidos del tratamiento estadístico se recogen en la figura 11 en la que se representa el diagrama de 
Pareto para dicho diseño. 
 
Figura 11. Diagrama de Pareto para la respuesta “compuestos fenólicos totales”. 
A la vista del diagrama de Pareto se observa que el factor que predominantemente influye en la 
extracción de los compuestos fenólicos totales presentes en el açaí, al igual que ocurría con las 
antocianinas totales, es el porcentaje de metanol en el disolvente de extracción seguida de la 
temperatura de extracción (que en el caso de las antocianinas totales tenía una menor influencia).  Los 
parámetros óptimos de extracción obtenidos a partir de dicho diseño de experimentos vienen recogidos 
en la tabla 7. 




PARÁMETRO VALOR ÓPTIMO 
% MeOH 49 
pH 6.98 
Ciclo 2 
Amplitud (%) 30 
Temperatura (ºC) 41 
“Ratio” (mL) 10 
   
Tabla 7. Valores óptimos de extracción de compuestos fenólicos totales mediante la extracción asistida por ultrasonidos. 
 
A la vista de los resultados y de los dos diagramas de Pareto obtenidos, se observa que en el diagrama 
de Pareto para los compuestos fenólicos totales no hay una diferencia tan clara para las variables 
estudiadas como ocurría con el diagrama obtenido para las antocianinas totales. Su explicación a que 
la variabilidad de compuestos fenólicos existentes en el açaí es muy superior a la variabilidad de 
antocianinas presentes en el mismo. Esto se traduce en que los parámetros influyentes a la hora de 
extraer estos compuestos en el açaí no se vean tan claros como en el caso de las antocianinas. De todas 
formas se observa en el diagrama de Pareto que los factores más influyentes a la hora de extraer los 
compuestos fenólicos totales en el açaí son el porcentaje de metanol en el disolvente de extracción y la 
temperatura de extracción. 
 
6.1.3.1. Porcentaje de metanol en disolvente de extracción 
De igual forma a como se actuó con las antocianinas totales, una vez que se obtuvo que el porcentaje 
de metanol en el disolvente de extracción era el parámetro más influyente a la hora de extraer los 
compuestos fenólicos totales se decidió ver este efecto empleando para ello distintos porcentajes de 
metanol en el disolvente de extracción y extrayendo las muestras con las mejores condiciones de 
extracción obtenidas en el diseño de experimentos (tabla 7). Se estudiaron distintos porcentajes de 
metanol en agua (5, 15, 25, 50, 75, 85 y 95%), realizándose todos los ensayos por duplicado e 
igualmente en un tiempo de extracción de 10 minutos. Los resultados obtenidos vienen recogidos en la 
figura 12,  donde se observa que las mayores cantidades de compuestos fenólicos totales por gramo de 
açaí fueron obtenidas para una concentración de metanol en torno al 50% en agua, lo que confirma los 
resultados obtenidos con anterioridad. 


























Porcentaje de metanol 










Figura 12. Cantidad de compuestos fenólicos totales extraídos en función del porcentaje de metanol en el disolvente de 
extracción. 
 
A la vista de la figura 12 se observa que el efecto del porcentaje de metanol en el disolvente de 
extracción no es tan determinante a la hora de extraer los compuestos fenólicos totales en el açaí. En 
este caso no se observan caídas tan grandes en la cantidad de compuestos fenólicos totales extraídos 
con porcentajes de metanol altos y bajos en el disolvente de extracción, tal y como ocurría con la 
extracción de las antocianinas totales. Esto se debe a la gran variabilidad en número y polaridad que 
presentan los compuestos fenólicos presentes en el açaí. 
 
6.1.3.2. Tiempo de extracción 
Una vez obtenidas las condiciones óptimas de extracción se pasó a desarrollar un estudio sobre el 
tiempo óptimo de extracción en estas condiciones. Para ello se realizaron en las condiciones óptimas 
de extracción para compuestos fenólicos extracciones de la muestra de açaí en distintos tiempos de 
extracción (5, 10, 15, 20, 25 y 30 min). Los extractos obtenidos se analizaron de nuevo mediante el 
método de Folin-Ciocalteu. Todos los ensayos se llevaron a cabo por duplicado. Los resultados 
obtenidos se muestran en la figura 13 en la cual se representa la concentración de compuestos 
fenólicos totales extraídos en función del tiempo. 
 





































Figura 13. Cantidad de compuestos fenólicos totales extraídos en función del tiempo de extracción.  
A la vista de la figura 13  se observa, al igual que ocurría con las antocianinas totales, que 5 minutos 
de extracción en las condiciones óptimas de extracción son suficientes para obtener el máximo de 
compuestos fenólicos totales. A partir de este tiempo, y principalmente a partir de los 20 minutos de 
extracción, se observa una disminución leve del contenido total de compuestos fenólicos totales, 
debido a posibles degradaciones de estos compuestos.  
 
6.1.3.3. Repetitividad y reproducibilidad del método 
Se ha llevado a cabo un estudio de repetitividad y reproducibilidad del método desarrollado para los 
compuestos fenólicos totales. Para ello se han realizado distintas extracciones en las condiciones 
óptimas de extracción en tres días consecutivos. Para la repetitividad se llevaron a cabo 12 
extracciones en un mismo día. Para la reproducibilidad se hicieron 6 extracciones por día en tres días 
consecutivos. A la vista de los resultados obtenidos (tabla 8) se comprueba que el método desarrollado 
presenta una buena repetitividad (DER < 3.12%) y reproducibilidad (DER < 4.15%). 
 
 REPETITIVIDAD* REPRODUCIBILIDAD** 
Media (mg Fen. Tot. / g Açaí) 272.938 263.905 
Desviación estándar 11.337 8.229 
Desviación estándar relativa (%) 3.12 4.15 
 
Tabla 8. Parámetros obtenidos del estudio de repetitividad y reproduciblilidad. * (n=12); ** (n=18). 




6.2. Extracción mediante fluidos presurizados (PLE) 
6.2.1. Optimización mediante diseño de experimentos 
De igual manera a como se hizo con la extracción asistida por ultrasonidos, se ha empleado un diseño 
de experimentos de tipo Box- Behnken para la obtención de las condiciones óptimas de extracción de 
antocianinas totales y compuestos fenólicos totales empleando la extracción mediante fluidos 
presurizados. En este diseño de experimentos se han empleado de nuevo 6 variables (%MeOH, 
temperatura, presión, tiempo de purga, pH y volumen de lavado de la cámara de extracción) y dos 
respuestas (concentración de antocianinas totales y concentración de compuestos fenólicos totales). 
Los rangos de las variables empleadas aparecen en la tabla 9. La tabla del diseño de experimentos 
empleado es similar a la empleada para la extracción asistida por ultrasonidos, la cual viene recogida 
en el Anexo III. 
FACTOR VALORES 
% Metanol 25 - 50 - 75 
Temperatura (ºC) 50 - 75 - 100 
Presión (atm) 100 - 150 - 200 
Tiempo de purga (s) 30 - 60 - 90 
pH 3 - 5 - 7 
Lavado (% vol. cámara) 50 - 100 - 150 
 
Tabla 9. Rango de las variables empleadas en el diseño de experimentos. 
La cantidad de muestra a emplear se ha fijado de nuevo en 0.5 gramos y el tiempo de extracción en 10 
minutos. 
6.2.2. Condiciones óptimas de extracción para antocianinas. 
Para determinar las condiciones óptimas de extracción de antocianinas se llevó a cabo un diseño de 
experimentos con las 6 variables comentadas en el punto anterior. El resultado del diseño es la 
realización de 54 ensayos en los cuales se van variando los distintos parámetros de extracción. Tras la 
realización de los 54 experimentos (Anexo III) se analizaron las 54 muestras obtenidas por 
cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC), en el equipo “Elite HPLC LaChrom”, para la 
cuantificación de las 4 antocianinas presentes en las muestras de açaí. Una vez obtenidos los valores 
de concentración de las 4 antocianinas presentes, se sumaron para obtener la concentración total de 
antocianinas. Con estos valores se realizó el diseño de experimentos de Box- Behnken mediante el 
programa Statgraphic, (Versión Centurion XVI.I), para obtener las condiciones óptimas de extracción 
de antocianinas totales y ver qué parámetros de extracción son los que más influyen a la hora de la 




extracción de las antocianinas totales presentes en las muestras de açaí. Los resultados obtenidos del 
tratamiento estadístico se recogen en la figura 14, en la que se representa el diagrama de Pareto para 
dicho diseño. 
 
Figura 14. Diagrama de Pareto para la respuesta “antocianinas totales”. 
A la vista de los resultados obtenidos se observa que, de nuevo, es el porcentaje de metanol en el 
disolvente de extracción el parámetro que más influye a la hora de extraer las antocianinas totales en el 
açaí al aplicar la extracción mediante fluidos presurizados. De igual forma, se observa que la cantidad 
de disolvente de lavado y la interacción entre el pH y la cantidad de disolvente de lavado también tiene 
una influencia significativa en la extracción de antocianinas totales. Los parámetros óptimos de 
extracción para las antocianinas totales obtenidos a partir de dicho diseño de experimentos vienen 








Tabla 10. Valores óptimos de extracción de antocianinas totales mediante la extracción con fluidos presurizados. 
PARÁMETRO VALOR ÓPTIMO 
% Metanol 43 
Temperatura (ºC) 81 
Presión (atm) 200 
Tiempo de purga (s) 60 
pH 7 
Lavado (% vol. cámara) 50 






























nº de ciclos 
Ciclos de extracción 
6.2.2.1. Ciclos de extracción 
El equipo de extracción mediante fluidos presurizados presenta la posibilidad de realizar más de un 
ciclo de extracción seguido, por lo que es necesario asegurarse de que con un ciclo de extracción se 
extraen cuantitativamente las antocianinas totales presentes en el açaí. Para ello, se realizaron dos 
experimentos por duplicado en las condiciones óptimas obtenidas, a uno y dos ciclos de extracción 
respectivamente. Los resultados obtenidos vienen recogidos en la figura 15,  donde se observa que las 
cantidades de antocianinas por gramo de compuesto son estadísticamente similares tanto para un ciclo 









Figura 15. Cantidad de antocianinas totales extraídas en función del número de ciclos de extracción. 
 
6.2.2.2. Tiempo de extracción 
De igual forma a como se realizó en el desarrollo del método de extracción asistida por ultrasonidos, 
una vez que se han obtenido los parámetros óptimos de extracción se ha realizado un estudio del 
tiempo óptimo de extracción de antocianinas totales, empleando la técnica de extracción mediante 
fluidos presurizados. Para ello se realizaron extracciones de la muestra de açaí a distintos tiempos (2, 
5, 10, 15, 20 y 25 min). Todos los ensayos se realizaron por duplicado. Los resultados obtenidos se 
muestran en la figura 16 en la cual se representa la concentración total de antocianinas extraídas en 
función del tiempo. 







































Figura 16. Cantidad de antocianinas totales extraídas en función del tiempo de extracción. 
A la vista de la figura 16 se observa que 2 minutos de extracción en las condiciones óptimas de 
extracción son suficientes para obtener el máximo de antocianinas totales. A partir de este tiempo, y 
principalmente a partir de los 20 minutos, se observa una disminución leve del contenido total de 
antocianinas, debido a posibles degradaciones de estos compuestos.  
 
6.2.2.3. Repetitividad y reproducibilidad del método 
Por último, una vez  obtenidos los parámetros óptimos de extracción, se ha realizado un estudio de la 
repetitividad y reproducibilidad del método desarrollado para fluidos presurizados. Para ello se 
realizaron distintas extracciones en tres días consecutivos en las condiciones óptimas de extracción. 
Para la repetitividad se llevaron a cabo 12 extracciones en un mismo día. Para la reproducibilidad se 
hicieron 6 extracciones por día en tres días consecutivos. A la vista de los resultados obtenidos (Tabla 
11) se comprueba que el método desarrollado presenta una buena repetitividad (DER < 1.21%) y 
reproducibilidad (DER < 2.72%). 
 REPETITIVIDAD* REPRODUCIBILIDAD** 
Media (mg Ant. Tot. / g Açaí) 5.713 5.732 
Desviación estándar 0.155 0.069 
Desviación estándar relativa (%) 1.21 2.72 
 
Tabla 11. Parámetros obtenidos del estudio de repetitividad y reproduciblilidad. * (n=12); ** (n=18). 
 




6.2.3. Condiciones óptimas de extracción para compuestos fenólicos 
De igual manera a como se hizo para determinar las condiciones óptimas de extracción de 
antocianinas totales, se emplearon los 54 extractos obtenidos para determinar las condiciones óptimas 
de extracción de los compuestos fenólicos totales. Los 54 extractos obtenidos fueron analizados 
mediante el método de Folin-Ciocalteu para determinar su contenido en compuestos fenólicos totales. 
Esta fue la respuesta que se empleó para la obtención de los parámetros óptimos de extracción. Los 
valores obtenidos fueron sometidos a un diseño de experimentos de Box- Behnken de 6 variables con 
una respuesta (composición de compuestos fenólicos totales), mediante el programa Statgraphic 
(Versión Centurion XVI.I), para obtener las condiciones óptimas de extracción y ver qué parámetros 
de extracción son los que más influyen a la hora de la extracción de los compuestos fenólicos totales 
presentes en las muestras de açaí. Los resultados obtenidos del tratamiento estadístico se recogen en la 







Figura 17. Diagrama de Pareto para la respuesta “compuestos fenólicos totales”. 
En el diagrama de Pareto se puede observar que el factor predominante que influye en la extracción de 
compuestos fenólicos totales presentes en el açaí es la temperatura de extracción. Otros factores que 
también afectan, pero en menor medida, son la interacción entre el porcentaje de metanol en el 
disolvente de extracción y el lavado de la cámara de extracción, además de la presión ejercida en la 
extracción. Se observa que el efecto de la temperatura es predominante a la hora de extraer los 
compuestos fenólicos mediante el empleo de la extracción mediante fluidos presurizados. En este caso 
la influencia del porcentaje de metanol en el disolvente de extracción no es tan influyente como 
ocurría con las antocianinas totales, o con la extracción asistida por ultrasonidos. Los parámetros 
óptimos de extracción obtenidos a partir de dicho diseño de experimentos vienen recogidos en la tabla 
12. 

























nº de ciclos 







Tabla 12. Valores óptimos de extracción de compuestos fenólicos totales mediante la extracción con fluidos presurizados. 
Puede encontrarse cierta similitud entre los valores óptimos para obtener una máxima concentración 
de antocianinas totales y para obtener una máxima concentración de compuestos fenólicos totales en 
factores tales como el porcentaje de metanol, la temperatura o el tiempo de purga, los cuales son los 
factores que más influyen a la hora de extraer este tipo de compuestos con esta técnica de extracción. 
 
6.2.3.1. Ciclos de extracción 
Para ver cómo influyen los ciclos de extracción a la hora de extraer los compuestos fenólicos totales 
empleando la extracción mediante fluidos presurizados, una vez obtenidas las condiciones óptimas de 
extracción se procedió a realizar dos experimentos por duplicado en dichas condiciones, a uno y dos 
ciclos de extracción respectivamente. Los resultados obtenidos vienen recogidos en la figura 18,  
donde se observa que no existen diferencias significativas entre aplicar uno o dos ciclos de extracción 









Figura 18. Cantidad de compuestos fenólicos totales extraídos en función del número de ciclos de extracción 
PARÁMETRO VALOR ÓPTIMO 
% Metanol 41.79 
Temperatura (ºC) 99.65 
Presión (atm) 100 
Tiempo de purga (s) 65.37 
pH 3.92 
Lavado (% vol. cámara) 150 




























Tiempo de extracción 
6.2.3.2. Tiempo de extracción 
De igual forma, se ha realizado un estudio sobre el tiempo de extracción en las condiciones óptimas de 
extracción para compuestos fenólicos totales. Para ello se realizaron extracciones de la muestra de açaí 
a distintos tiempos (2, 5, 10, 15, 20 y 25 min). Todos los ensayos se realizaron por duplicado. Los 
resultados obtenidos se muestran en la figura 19 en la cual se representa la concentración total de 
compuestos fenólicos extraídos en función del tiempo. 
 
Figura 19. Cantidad de compuestos fenólicos totales extraídos en función del tiempo de extracción. 
 
A la vista de la figura 19 se puede observar que, al igual que en el caso de las antocianinas totales, con 
2 minutos de extracción es suficiente para lograr una extracción cuantitativa de los compuestos 
fenólicos totales, no observándose diferencias estadísticamente significativas entre los distintos 
tiempos de extracción estudiados. 
 
6.2.3.3. Repetitividad y reproducibilidad del método  
Se ha llevado a cabo un estudio de repetitividad y reproducibilidad del método desarrollado. Para ello 
se han realizado distintas extracciones en las condiciones óptimas de extracción en tres días 
consecutivos. Para la repetitividad se llevaron a cabo 12 extracciones en un mismo día. Para la 
reproducibilidad se hicieron 6 extracciones por día en tres días consecutivos. A la vista de los 




resultados obtenidos (tabla 13) se comprueba que el método desarrollado presenta una buena 
repetitividad (DER < 4.02%) y reproducibilidad (DER < 4.25%). 
 REPETITIVIDAD* REPRODUCIBILIDAD** 
Media (mg Fen. Tot. / g Açaí) 306.841 306.214 
Desviación estándar 13.026 12.315 
Desviación estándar relativa (%) 4.02 4.25 
 
Tabla 13. Parámetros obtenidos del estudio de repetitividad y reproduciblilidad. * (n=12); ** (n=18). 
 
6.3. Extracción asistida por microondas (MAE) 
6.3.1. Optimización mediante diseño de experimentos 
Finalmente se ha abordado el estudio de la extracción asistida por microondas para antocianinas 
totales y compuestos fenólicos totales en las muestras de açaí. De igual manera, para la obtención de 
las condiciones óptimas de extracción se ha utilizado un diseño de experimentos de tipo Box- 
Behnken. En este caso, el diseño de experimentos de Box- Behnken presentaba 4 variables de 
extracción (%MeOH, pH, temperatura y “ratio”) y dos respuestas  (concentración de antocianinas 
totales y concentración de compuestos fenólicos totales). Fruto de este diseño, deben  realizarse 27 
experiencias para determinar las condiciones óptimas de extracción. Los rangos de las variables 
empleadas aparecen en la tabla 14. La tabla del diseño de experimentos empleado viene recogida en el 
Anexo IV. 
FACTOR VALORES 
% Metanol 25 - 50 - 75 
pH 3 - 5 - 7 
Temperatura (ºC) 50 - 75 - 100 
“Ratio” (mL) 10 - 15 - 20 
 
Tabla 14. Rango de las variables empleadas en el diseño de experimentos. 
Para las distintas experiencias la cantidad de muestra pesada ha sido de 0.5 gramos y el tiempo de 
extracción de 10 minutos. 
 
 




6.3.2. Condiciones óptimas de extracción para antocianinas 
Tras la realización de 54 experimentos (27 experimentos por duplicado), con los distintos parámetros 
de extracción (Anexo IV), se procedió al análisis de dichos extractos por cromatografía líquida de alta 
eficacia (HPLC) en el equipo “Elite HPLC LaChrom” para la cuantificación de las 4 antocianinas 
presentes en las muestras de açaí. Una vez obtenidos los valores de concentración de las 4 
antocianinas presentes se sumaron para obtener la concentración total de antocianinas. 
Dichos resultados fueron sometidos a un diseño de experimentos Box-Behnken de tres bloques para 4 
variables, mediante el programa Statgraphic (Versión Centurión XVI.I), con el fin de obtener las 
condiciones óptimas de extracción de antocianinas totales, así como la influencia de los parámetros de 
extracción sobre la concentración de las mismas. Los resultados obtenidos del tratamiento estadístico 
se recogen en la figura 20, en la que se representa el diagrama de Pareto para dicho diseño. 
 
Figura 20. Diagrama de Pareto para la respuesta “antocianinas totales”. 
 
En este diagrama de Pareto puede observarse que el factor que más influye a la hora de extraer las 
antocianinas totales en el açaí es el porcentaje de metanol en el disolvente de extracción, al igual que 
ocurría con las dos técnicas de extracción anteriormente estudiadas para las antocianinas totales. Se 
observa también un pequeño efecto en la interacción entre el pH del disolvente de extracción y el 
volumen “ratio” de disolvente empleado. Los parámetros óptimos de extracción obtenidos a partir de 
dicho diseño de experimentos vienen recogidos en la tabla 15. 
 



































Tabla 15: Valores óptimos de extracción de antocianinas totales mediante la extracción asistida con microondas. 
 
6.3.2.1. Tiempo de extracción 
Una vez obtenidas las condiciones óptimas de extracción es necesario comprobar la influencia del 
tiempo de extracción en la concentración de antocianinas totales. Para ello se realizaron ensayos por 
duplicado en las condiciones óptimas a distintos tiempos de extracción (2, 5, 10, 15, 20 y 25 min) con 
el fin de ver la influencia del mismo. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 21, en la cual 











Figura 21. Influencia del tiempo en la extracción asistida por microondas. 
 
Parámetro Valor óptimo 
% Metanol 38.23 
pH 3 
Temperatura (ºC) 99.63 
“Ratio” (mL) 10 




Como puede observarse en la figura 21, el tiempo óptimo de extracción es de diez minutos y, a partir 
de éste, se produce una disminución de la concentración de antocianinas totales debido seguramente a 
la degradación de estos compuestos. 
 
6.3.2.2. Repetitividad y reproducibilidad del método 
Es necesario comprobar la repetitividad y reproducibilidad del método desarrollado. Para ello se 
realizaron distintas extracciones en tres días consecutivos en las condiciones óptimas de extracción. 
Para la repetitividad se llevaron a cabo 12 extracciones en un mismo día. Para la reproducibilidad se 
hicieron 6 extracciones por día en tres días consecutivos. A la vista de los resultados obtenidos (Tabla 
16) se comprueba que el método desarrollado presenta una buena repetitividad (DER < 4.20 %) y 
reproducibilidad (DER < 4.65 %). 
 REPETITIVIDAD* REPRODUCIBILIDAD** 
Media (mg Fen. Tot. / g Açaí) 1.928 1.872 
Desviación estándar 0.119 0.087 
Desviación estándar relativa (%) 4.20 4.65 
 
Tabla 16. Parámetros obtenidos del estudio de repetitividad y reproduciblilidad. * (n=12); ** (n=18). 
 
6.3.3. Condiciones óptimas de extracción para compuestos fenólicos 
Los 54 extractos obtenidos (27 ensayos por duplicado) fueron analizados mediante el método de Folin-
Ciocalteu para determinar el contenido de compuestos fenólicos totales de los mismos. Los valores 
obtenidos fueron sometidos a un diseño de experimentos de Box-Behnken de tres bloques con cuatro 
variables y con una respuesta (composición de compuestos fenólicos totales), mediante el programa 
Statgraphic (Versión Centurion XVI.I),  para obtener las condiciones óptimas de extracción y ver qué 
parámetros de extracción son los que más influyen a la hora de la extracción de los compuestos 
fenólicos totales presentes en las muestras de açaí. Los resultados obtenidos del tratamiento estadístico 
se recogen en la figura 22, en la que se representa el diagrama de Pareto para dicho diseño. 













Figura 22. Diagrama de Pareto para la respuesta “polifenoles totales”. 
 
En el diagrama de Pareto puede observarse que el factor más influyente sobre la concentración de 
compuestos fenólicos totales es la temperatura a la que se realiza la extracción. Otros factores como el 
volumen de disolvente empleado también presenta un efecto mencionable. De igual forma se observa 
que para compuestos fenólicos totales, debido a la gran variabilidad de los mismos, las variables de 
extracción no se encuentran tan bien definidas como ocurre en el caso de las antocianinas totales. Los 
parámetros óptimos de extracción obtenidos a partir de dicho diseño de experimentos vienen recogidos 






Tabla 17: Valores óptimos de extracción de polifenoles totales mediante la extracción asistida con microondas. 
 
A la vista de las condiciones óptimas de extracción para obtener una máxima concentración de 
compuestos fenólicos totales, es posible afirmar que existen diferencias notables en relación a las 
Parámetro Valor óptimo 
% Metanol 75 
pH 5.46 
Temperatura (ºC) 99.14 
“Ratio” (mL) 20 




























Tiempo de extracción 
condiciones óptimas para las antocianinas totales. Sin embargo, cabe destacar que respecto a la 
temperatura de extracción (parámetro que más influye), los resultados obtenidos son equivalentes. 
 
6.3.3.1. Tiempo de extracción 
Al igual que en el caso de las antocianinas totales, se realizaron extracciones en las condiciones 
óptimas para compuestos fenólicos totales a diferentes tiempos de extracción (2, 5, 10, 15, 20 y 25 
min) para ver la influencia del mismo, en este caso sobre la concentración de compuestos fenólicos 
totales. Todos los ensayos se realizaron por duplicado. Los resultados obtenidos se muestran en la 










Figura 23. Influencia del tiempo de extracción en la extracción asistida por microondas. 
 
Como puede observarse en la figura 23, el tiempo óptimo de extracción es de diez minutos, mientras 
que a partir de los veinte minutos se produce una disminución de la concentración, probablemente 
debido a la degradación de dichos compuestos. 
 
6.3.3.2. Repetitividad y reproducibilidad del método 
Por último se llevaron a cabo 12 extracciones en un mismo día en las condiciones óptimas de 
extracción de compuestos fenólicos totales para el estudio de la repetitividad del método. Para la 
reproducibilidad se hicieron 6 extracciones por día en tres días consecutivos. A la vista de los 




resultados obtenidos (Tabla 18) se comprueba que el método desarrollado presenta una buena 
repetitividad (DER < 4.42%) y reproducibilidad (DER <4.63 %). 
 REPETITIVIDAD* REPRODUCIBILIDAD** 
Media (mg Fen. Tot. / g Açaí) 284.488 279.903 
Desviación estándar 10.112 10.236 
Desviación estándar relativa (%) 4.42 4.63 
 
Tabla 18. Parámetros obtenidos del estudio de repetitividad y reproduciblilidad. * (n=12); ** (n=18). 
 
6.4. Aplicación de los métodos de extracción desarrollados a muestras reales 
Una vez desarrollados los tres métodos de extracción y conocidas sus condiciones de extracción 
óptimas tanto para antocianinas totales como compuestos fenólicos totales, se hace necesario 
demostrar su aplicabilidad a matrices reales. Para ello se adquirieron ocho productos recogidos en la 
tabla 2, elaborados con distintas concentraciones de açaí en su formulación. 
Las ocho muestras reales fueron conservadas en el congelador a - 20 ºC sin tratamiento previo, 
excepto en el caso de las Pastillas Açaí “Magra”, que fueron trituradas con el fin de obtener un fino 
polvo. Todas las muestras fueron sometidas a los tres métodos de extracción desarrollados durante este 
proyecto en las condiciones óptimas tanto para antocianinas como para compuestos fenólicos totales. 
 
6.4.1. Extracción asistida por ultrasonidos (UAE) 
 
6.4.1.1. Concentración de antocianinas totales en las muestras reales 
Se realizaron dieciséis ensayos (ocho muestras reales por duplicado), donde las muestras reales fueron 
sometidas a una extracción asistida por ultrasonidos en las condiciones óptimas para antocianinas 
totales (Tabla 5). Posteriormente los extractos fueron analizados por cromatografía líquida de alta 
eficacia (HPLC), en el equipo “Elite HPLC LaChrom”, para la cuantificación de las 4 antocianinas 
presentes en las muestras de açaí. Una vez obtenidos los valores de concentración de las 4 
antocianinas presentes, se sumaron para obtener la concentración total de antocianinas. Los resultados 
obtenidos se recogen en la Figura 24. 
 
 
































Antocianinas extraídas por UAE 
 
Figura 24. Cantidad de antocianinas totales en alimentos mediante extracción asistida por US. 
 
Las antocianinas totales no pudieron ser cuantificadas en el Zumo Óptima debido a que se encontraban 
por debajo del límite de detección del HPLC Hitachi LaChrom. Además, cabe destacar que las 
concentraciones de antocianinas en el resto de muestras reales son muy pequeñas, exceptuando los 
liofilizados, lo que podría deberse a una degradación de las mismas durante la preparación de estos 
alimentos. Otra posibilidad podría ser que la cantidad de açaí empleada para la elaboración de estos 
alimentos sea muy pequeña, y se dé el color morado con otros alimentos más baratos. 
En los cromatogramas correspondientes a las muestras de Native Organic, Zumo Óptima y 
Concentrado de Açaí-Platano (Anexo V), se puede observar una serie de picos a tiempos de retención 
por encima de cuatro minutos, que probablemente sean debido a antocianinas de otras frutas, como 
fresas o moras, que eran nombradas en la etiqueta composicional de dichos productos. 
 
6.4.1.2. Concentración de compuestos fenólicos totales en las muestras reales 
De igual manera se realizan extracciones asistidas por ultrasonidos en las distintas matrices usando las 
condiciones óptimas para compuestos fenólicos totales (Tabla 7). Posteriormente los extractos fueron 
analizados mediante el método de Folin-Ciocalteu para determinar el contenido de compuestos 
fenólicos totales. Los resultados obtenidos se recogen en la Figura 25. 
 





























Fenólicos extraidos por UAE 
 
Figura 25. Cantidad de compuestos fenólicos totales en alimentos mediante extracción asistida por US. 
 
En la extracción asistida por ultrasonidos de los alimentos se puede observar que, de nuevo, son los 
liofilizados de açaí los que presentan un mayor contenido de compuestos fenólicos totales. En este 
caso, el resto de alimentos sí tienen cantidades considerables de compuestos fenólicos, aportado por el 
açaí que los componga, además de los otros alimentos que intervengan en su composición. 
 
6.4.2. Extracción mediante fluidos presurizados (PLE) 
 
6.4.2.1. Concentración de antocianinas totales en las muestras reales 
Las muestras reales fueron sometidas a una extracción mediante fluidos presurizados por duplicado en 
las condiciones óptimas de extracción para antocianinas totales (Tabla 10). Los extractos fueron 
analizados por cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC), en el equipo “Elite HPLC LaChrom”, 
para la cuantificación de las 4 antocianinas presentes en las muestras de açaí. Una vez obtenidos los 
valores de concentración de las 4 antocianinas presentes, se sumaron para obtener la concentración 
total de antocianinas. Los resultados obtenidos se recogen en la Figura 26. 













































Figura 26. Cantidad de antocianinas totales en alimentos mediante extracción con  fluidos presurizados. 
 
En este caso, al igual que ocurría con la extracción asistida por ultrasonidos, los alimentos que 
muestran un mayor contenido en antocianinas procedentes del açaí son los açaí liofilizados, no 
presentando el resto de muestras apenas este tipo de antocianinas, aunque sí se observan de otros tipos 
(Anexo V). 
 
6.4.2.2. Concentración de compuestos fenólicos totales en las muestras reales 
De igual forma, se realizaron extracciones de alimentos usando las condiciones óptimas para 
compuestos fenólicos totales (Tabla 12). Posteriormente los extractos fueron analizados mediante el 
método de Folin-Ciocalteu para determinar el contenido de compuestos fenólicos totales en los 
mismos. Los resultados obtenidos se recogen en la Figura 27. 





Figura 27. Cantidad de compuestos fenólicos totales en alimentos mediante extracción con fluidos presurizados. 
 
De nuevo se observa que los liofilizados de açaí tienen una concentración superior de compuestos 
fenólicos totales. El resto de alimentos, como se observó anteriormente, también presenta cantidades 
considerables de estos productos.  
 
6.4.3. Extracción asistida por microondas (MAE) 
 
6.4.3.1. Concentración de antocianinas totales en las muestras reales. 
De igual forma, se realizaron extracciones por duplicado a las muestras reales utilizando el método 
desarrollado para la extracción asistida por microondas en las condiciones óptimas para antocianinas 
totales (Tabla 15). Posteriormente los extractos fueron analizados por cromatografía líquida de alta 
eficacia (HPLC), en el equipo “Elite HPLC LaChrom”, para la cuantificación de las 4 antocianinas 
presentes en las muestras de açaí. Una vez obtenidos los valores de concentración de las 4 
antocianinas presentes, se sumaron para obtener la concentración total de antocianinas. Los resultados 

























Fenólicos extraídos por PLE 































Antocianinas extraídas por MAE 
 
 
Figura 28. Cantidad de antocianinas totales en alimentos mediante extracción asistida por microondas. 
 
Como era de esperar, se observa de nuevo que los açaí liofilizados son los únicos alimentos que 
presentan las antocianinas características del açaí. El resto de muestras apenas poseen las antocianinas 
características del açaí, presentando otras a tiempos de retención mayores (Anexo V). 
 
6.4.3.2. Concentración de compuestos fenólicos totales en las muestras reales 
Se repite de la misma manera el procedimiento en las distintas matrices usando las condiciones 
óptimas de extracción para compuestos fenólicos totales, mediante el empleo de la extracción asistida 
por microondas (Tabla 17). Posteriormente los extractos fueron analizados mediante el método de 
Folin-Ciocalteu para determinar el contenido de compuestos fenólicos totales. Los resultados 
obtenidos se recogen en la Figura 29. 





Figura 29. Cantidad de compuestos fenólicos totales en alimentos mediante extracción asistida por microondas. 
 
Al igual que en los dos métodos anteriores, se muestra una mayor concentración de polifenoles en los 
liofilizados, seguido del concentrado de açaí, los zumos y en último lugar las pastillas y la mermelada. 
 
6.4.4. Conclusiones en la extracción de muestras reales. 
En las tablas 19 y 20 se recogen las cantidades de antocianinas totales y compuestos fenólicos totales 
extraídos en los 8 alimentos estudiados con las tres técnicas de extracción desarrolladas. A la vista de 
las tablas se puede deducir que la extracción mediante fluidos presurizados es una técnica de 
extracción más efectiva, tanto de antocianinas como de compuestos fenólicos totales en las distintas 
matrices de alimentos elaborados a partir de açaí. Con respecto a las técnicas de extracción asistida por 
ultrasonidos y asistida por microondas, presentan rendimientos de extracción menores que la 
extracción mediante fluidos presurizados. Entre estas dos últimas técnicas, dependiendo de la matriz 
del alimento, presentan mejores o peores rendimientos de extracción. 
La razón por la que se extraen mayores cantidades de antocianinas y compuestos fenólicos totales al 
emplear la extracción mediante fluidos presurizados puede ser debido a que se alcanzan temperaturas 



























Fenólicos extraídos por MAE 




muy efectivo de lavado y purga de la cámara de extracción permitiendo realizar extracciones 
prácticamente cuantitativas, tal y como se demostró con los ensayos de “ciclos de extracción” que se 
realizaron al hacer el desarrollo del método. 
 
mg Antocianinas Tot/g 
producto 
 
Ultrasonidos Fluidos presurizados Microondas 
Liofilizado 1 SuperAlimentos 4.7088 5.4654 4.8958 
Liofilizado 2 SuperAlimentos 4.5280 4.8345 4.6123 
Liofilizado Un. Campinas 3.8649 4.6129 4.5774 
Native Organic 0.0374 0.0439 0.0095 
Zumo Optima --- 0.0455 0.0076 
Concentrado açaí-platano 0.0128 0.0087 0.0600 
Pastillas Magra 0.0467 0.0446 0.0337 
Mermelada 0.0315 0.1478 0.0438 
 
Tabla 19. Cantidad de antocianinas totales extraídas con las tres técnicas de extracción. 
 
mg Polifenoles Tot/g açaí 
 
Ultrasonidos Fluidos presurizados Microondas 
Liofilizado 1 SuperAlimentos 256.3535 283.4541 244.3547 
Liofilizado 2 SuperAlimentos 260.4910 286.5572 244.3547 
Liofilizado Un. Campinas 187.0504 223.4604 161.1910 
Native Organic 57.1330 108.0242 68.3042 
Zumo Optima 53.8230 124.9879 63.3392 
Concentrado açaí-platano 122.0917 168.4316 138.6417 
Pastillas Magra 50.5130 50.7205 36.2386 
Mermelada 31.2736 31.0667 38.7211 
 













 En este trabajo se han desarrollado y optimizado tres métodos de extracción (extracción asistida 
por ultrasonidos, extracción mediante fluidos presurizados y extracción asistida por microondas) 
tanto para las antocianinas como para los compuestos fenólicos totales presentes en el açaí. 
 
Estas técnicas serán más o menos útiles en función de diversos factores cómo son la naturaleza del 
analito, la matriz a estudiar, la rapidez del análisis, la posibilidad de automatización o el coste del 
equipamiento entre otras. Cada una de estas técnicas muestra una serie de ventajas e inconvenientes 
que se recogen en la Tabla 21. 
 
Extracción Asistida por 
Ultrasonidos (UAE) 
Ventajas 
- Método simple y barato 
- Rápido 
- Si se emplea baño se pueden realizar 
extracciones múltiples de forma simultánea 
Inconvenientes 
- No automatizado 
- Es necesario filtrar el extracto 
- Limitación en temperaturas y presiones 
alcanzadas 
Extracción Mediante Fluidos 
Presurizados (PLE) 
Ventajas 
- Técnica automatizada 
- No se requiere de filtrado del extracto 
- Bajo consumo de disolvente 
Inconvenientes - Alto coste del equipo 
Extracción Asistida por 
Microondas (MAE) 
Ventajas 
- Se pueden realizar extracciones múltiples de 
forma simultanea 
- Bajo consumo de disolvente 
Inconvenientes 
- Coste intermedio 
- Requiere de filtrado del extracto 
 
Tabla 21. Ventajas e inconvenientes de las técnicas de extracción estudiadas. 
 
 




 Las variables estudiadas en la extracción asistida por ultrasonidos han sido la temperatura, la 
amplitud y ciclos de ultrasonidos, el pH del disolvente, el porcentaje de metanol en el disolvente 
de extracción y la relación masa-volumen de disolvente. Una vez obtenidas las condiciones 
óptimas de extracción se realizó un estudio sobre el tiempo óptimo de extracción y la repetitividad 
y reproducibilidad del método. Se ha observado que el parámetro que más influye a la hora de 
extraer tanto las antocianinas como los compuestos fenólicos totales ha sido el porcentaje de 
metanol en el disolvente de extracción. 5 minutos de extracción son suficientes para extraer una 
máxima cantidad de compuestos. 
 
 Las variables estudiadas en la extracción mediante fluidos presurizados han sido la temperatura, la 
presión, el volumen de lavado de la cámara, el tiempo de purga, el pH del disolvente y el 
porcentaje de metanol en el disolvente de extracción. Una vez obtenidas las condiciones óptimas 
de extracción se realizó un estudio sobre el tiempo óptimo de extracción, el número de ciclos de 
extracción y la repetitividad y reproducibilidad del método. Se ha observado que el parámetro que 
más influye a la hora de extraer las antocianinas es el porcentaje de metanol en el disolvente de 
extracción, y para extraer los compuestos fenólicos totales es la temperatura de extracción. 2 
minutos de extracción son suficientes para extraer la máxima cantidad de compuestos. 
 
 Las variables estudiadas en la extracción asistida por microondas han sido la temperatura, la 
relación masa-volumen de disolvente, el pH del disolvente y el porcentaje de metanol en el 
disolvente de extracción. Una vez obtenidas las condiciones óptimas de extracción se realizó un 
estudio sobre el tiempo óptimo de extracción y la repetitividad y reproducibilidad del método. Se 
ha observado que el parámetro que más influye a la hora de extraer las antocianinas es el 
porcentaje de metanol en el disolvente de extracción, y para extraer los compuestos fenólicos 
totales es la temperatura de extracción, al igual que ocurría con la extracción mediante fluidos 
presurizados. 10 minutos de extracción son suficientes para extraer la máxima cantidad de 
compuestos. 
 
 Los tres métodos de extracción desarrollados han presentado una alta repetitividad y 
reproducibilidad tanto para antocianinas totales como para compuestos fenólicos totales. 
 
 Las condiciones óptimas de extracción con las tres técnicas de extracción estudiadas vienen 








Antocianinas totales UAE PLE MAE 
%MeOH 51 43 38 
Temperatura (ºC) 31.00 81.00 99.60 
pH 6.38 7.00 3.00 
Ratio 10 ---- 10 
Ciclo 7 ---- ---- 
Amplitud 65 ---- ---- 
Presión (atm) ---- 200 ---- 
Tiempo se purga (s) ---- 60.00 ---- 
Lavado (% vol. cámara) ---- 50 ---- 
 
Tabla 22. Condiciones óptimas de extracción para antocianinas totales en función de la técnica de extracción. 
Cabe destacar que el porcentaje de metanol óptimo para extraer las antocianinas totales oscila entre el 
51% para UAE y el 38% para MAE, variando tan solo en una cantidad del 13%. Con respecto a la 
temperatura de extracción, aquí sí que se observa una mayor variación, presentándose el óptimo para 
UAE a una temperatura relativamente baja de 31 ºC, mientras que para las otras dos técnicas de 
extracción, PLE y MAE, los valores óptimos de temperatura han sido de 81 y 99.6 ºC respectivamente. 
Esto se puede explicar debido a posibles degradaciones u oxidaciones que se pueden producir con las 
antocianinas a altas temperaturas en UAE debido al contacto directo con el oxígeno del aire. En cuanto 
al resto de parámetros se obtenía que no eran parámetros muy influyentes a la hora de extraer las 
antocianinas totales. 
Fenólicos totales UAE PLE MAE 
%MeOH 49 42 75 
Temperatura (ºC) 41.00 99.65 99.14 
pH 6.98 3.92 5.46 
Ratio 10 ---- 20 
Ciclo 2 ---- ---- 
Amplitud 30 ---- ---- 
Presión (atm) ---- 100 ---- 
Tiempo se purga (s) ---- 65.37 ---- 
Lavado (% vol.) ---- 150 ---- 
 
Tabla 21. Condiciones óptimas de extracción para compuestos fenólicos totales en función de la técnica de extracción. 
 




El porcentaje de metanol óptimo para extraer los compuestos fenólicos totales presenta un mayor 
rango que en el caso de las antocianinas totales, oscilando éste entre el 41.79% en PLE y el 75% en 
MAE. Con respecto a la temperatura de extracción, se observa que se requieren temperaturas altas (en 
torno a 100 ºC) en las técnicas de PLE y MAE, mientras que se requiere una temperatura 
relativamente baja para UAE, debido seguramente a oxidaciones y degradaciones de estos compuestos 
en presencia del aire. En cuanto al resto de parámetros se obtenía que no eran parámetros muy 
influyentes a la hora de extraer las antocianinas totales. 
 
 Se ha demostrado la aplicabilidad de dichos métodos de extracción a matrices de alimentos que 
presentan en su formulación açaí. 
 
 
 Comparando las técnicas de extracción aplicadas a los distintos alimentos, se ha comprobado que 
la extracción mediante fluidos presurizados es una técnica de extracción más efectiva tanto de 
antocianinas, como de compuestos fenólicos totales que las técnicas de extracción asistida por 
ultrasonidos y por microondas. La razón por la que se extraen mayor cantidad de antocianinas y 
compuestos fenólicos totales al emplear la extracción mediante fluidos presurizados puede ser 
debido a que se alcanzan temperaturas superiores a la extracción asistida por ultrasonidos, trabaja 
a grandes presiones, y posee un sistema muy efectivo de lavado y purga de la cámara de 
extracción permitiendo realizar extracciones prácticamente cuantitativas, tal y como se demostró 
















 Este trabajo demostró tener valor científico al ser aceptado en el congreso GRASEQA 2014, 
dónde se presentó una comunicación tipo “Poster” titulada “Desarrollo de un método de 
extracción de antocianinas en açaí (Euterpe oleracea) mediante el empleo de la extracción 





 Fruto de este trabajo se pretenden escribir 3 artículos científicos en revistas indexadas en el JCR 
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 Figura 30. Espectro MS correspondiente a la Cianidina-3-O-glucósido identificada en los 
extractos de açaí. 
 
 
 Figura 31. Espectro MS correspondiente a la Cianidina-3-O-rutinósido identificada en los 
extractos de açaí. 
 
 




 Figura 32. Espectro MS correspondiente a la Peonidina-3-O-glucósido identificada en los 




 Figura 33. Espectro MS correspondiente a la Peonidina-3-O-rutinosido identificada en los 
extractos de açaí. 
 
 









Figura 34. Cromatograma correspondiente a las cuatro antocianinas identificadas en el análisis de los 











Tabla 25. Diseño de experimentos Box-Behnken para seis variables 
BLOQUE MeOH temperature amplitude Cycle pH ratio 
1 0 0 -1 0 -1 -1 
1 0 0 1 0 -1 -1 
1 0 0 -1 0 1 -1 
1 0 0 1 0 1 -1 
1 0 0 -1 0 -1 1 
1 0 0 1 0 -1 1 
1 0 0 -1 0 1 1 
1 0 0 1 0 1 1 
1 0 -1 0 -1 -1 0 
1 0 1 0 -1 -1 0 
1 0 -1 0 1 -1 0 
1 0 1 0 1 -1 0 
1 0 -1 0 -1 1 0 
1 0 1 0 -1 1 0 
1 0 -1 0 1 1 0 
1 0 1 0 1 1 0 
1 -1 0 -1 -1 0 0 
1 1 0 -1 -1 0 0 
1 -1 0 1 -1 0 0 
1 1 0 1 -1 0 0 
1 -1 0 -1 1 0 0 
1 1 0 -1 1 0 0 
1 -1 0 1 1 0 0 
1 1 0 1 1 0 0 
1 0 -1 -1 0 0 -1 
1 0 1 -1 0 0 -1 
1 0 -1 1 0 0 -1 
1 0 1 1 0 0 -1 
1 0 -1 -1 0 0 1 
1 0 1 -1 0 0 1 
1 0 -1 1 0 0 1 




1 0 1 1 0 0 1 
1 -1 -1 0 0 -1 0 
1 1 -1 0 0 -1 0 
1 -1 1 0 0 -1 0 
1 1 1 0 0 -1 0 
1 -1 -1 0 0 1 0 
1 1 -1 0 0 1 0 
1 -1 1 0 0 1 0 
1 1 1 0 0 1 0 
1 -1 0 0 -1 0 -1 
1 1 0 0 -1 0 -1 
1 -1 0 0 1 0 -1 
1 1 0 0 1 0 -1 
1 -1 0 0 -1 0 1 
1 1 0 0 -1 0 1 
1 -1 0 0 1 0 1 
1 1 0 0 1 0 1 
1 0 0 0 0 0 0 
1 0 0 0 0 0 0 
1 0 0 0 0 0 0 
1 0 0 0 0 0 0 
1 0 0 0 0 0 0 














Tabla 26. Diseño de experimentos de Box-Behnken para cuatro variables  
BLOQUE %MeOH pH Temperatura Ratio 
1 -1 -1 0 0 
1 1 -1 0 0 
1 -1 1 0 0 
1 1 1 0 0 
1 0 0 -1 -1 
1 0 0 1 -1 
1 0 0 -1 1 
1 0 0 1 1 
1 0 0 0 0 
1 -1 0 0 -1 
1 1 0 0 -1 
1 -1 0 0 1 
1 1 0 0 1 
1 0 -1 -1 0 
1 0 1 -1 0 
1 0 -1 1 0 
1 0 1 1 0 
1 0 0 0 0 
1 0 -1 0 -1 
1 0 1 0 -1 
1 0 -1 0 1 
1 0 1 0 1 
1 -1 0 -1 0 
1 1 0 -1 0 
1 -1 0 1 0 
1 1 0 1 0 










Figura 35. Cromatograma de extracción correspondiente a alimentos de tipo zumo Óptima, zumo 
Native Organic o zumo concentrado de açaí-platano. En dicho cromatograma se muestran los picos 
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